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Resumen estructurado

Antecedentes: Los meduloblastomas se dividen en al menos cuatro grupos moleculares
reconocidos por la Organizacion Mundial de la Salud: Wingless (WNT), Sonic-hedgehog
(SHH), grupo 3 (G3) y grupo 4 (G4), los cuales poseen caracteristicas genéticas distintivas
que se correlacionan con variables clinico-patoldgicas y, actualmente, se considera que
clasificar a los pacientes de acuerdo con el origen molecular es la mejor manera de asegurar

acceso a terapias potencialmente eficaces.

En los paises con recursos economicos limitados, uno de los principales retos de dicha
clasificacion es poder identificar marcadores moleculares Utiles y asequibles en la préctica
anatomopatoldgica rutinaria. Especialmente entre los grupos 3 y 4, los cuales presentan
caracteristicas citogenéticas que han llevado a agruparlos en la categoria provisional “no
WNT/SHH”. No obstante, la relevancia de la distincion entre G3 y G4 se manifiesta cuando
se considera que la supervivencia a cinco afios de los pacientes del grupo 3 oscila entre 20 y

50%, mientras que en el grupo 4 lo hace entre 40 y 95%.

Este trabajo estudid cinco genes referidos en la literatura como posibles marcadores que

permitan distinguir entre los cuatro grupos principales y especificamente entre G3 'y G4.

Objetivo: Determinar si la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6
permite diferenciar entre los grupos moleculares de los meduloblastomas pediatricos v,

posteriormente, evaluar si la expresion de dichos genes permite discernir entre G3 'y G4.

Material y métodos: Se incluyeron 84 muestras de pacientes diagnosticados con
meduloblastomas en dos instituciones de tercer nivel en la Ciudad de México: 6 del Hospital
de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, y 78 del Hospital Infantil de

México Federico Gomez.

Se trabaj6 con 13 muestras de tejido congelado y 71 de tejido fijado en formol e incluido en
parafina obtenidas entre los afios 2000 y 2022. Para la clasificacion en los cuatro grupos
moleculares se realizaron ensayos RT-gPCR y agrupamiento jerarquico no supervisado con

base en el panel de genes de Northcott y colaboradores 2012.

Se descartd la distribucién normal de los valores de expresidn de los cinco genes evaluados

y se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para identificar si existian diferencias significativas
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entre los cuatro grupos moleculares. Finalmente, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney

para comparar las diferencias de expresion entre los grupos 3y 4.

Resultados: La clasificacion molecular de las 84 muestras fue: 8 WNT, 27 SHH, 18 G3 y
31 G4.

Al comparar entre los cuatro subgrupos, la expresion de los cinco genes en estudio mostrd
diferencias estadisticas: Kruskal-Wallis con p <0.0001, p <0.0319, p <0.0016, p <0.0060y p
<0.0001 para ANO2, ARHGAP18, DISC1, GRM8 y PRDM6 respectivamente.

Sin embargo, s6lo DISC1, PRDM6 y GRM8 expresaron diferencias significativas para
distinguir entre los grupos 3 y 4, U de Mann-Whitney con p 0.0093, p 0.0003 y p 0.0303,

respectivamente.

Discusién: El abordaje clinico efectivo de los meduloblastomas no puede realizarse sin el
conocimiento de su biologia molecular. Las causas genéticas que dan origen a los
meduloblastomas han sido reconocidas en los grupos WNT y SHH, pero ain hay casos
heterogéneos que plantean retos. A pesar de las multiples propuestas sobre como dividir al
grupo no WNT/no SHH, al momento la distincion G3 y G4 es la opcion preferible para
desarrollar estudios que pudieran establecer el diagnostico, tratamiento y prondéstico de los

pacientes.

La sobreexpresion de GRM8 y PRDM6 como marcadores de G4 vs G3 concuerda con los
principales estudios en el meduloblastoma. Este es el primer estudio que evalua la expresion
de DISC1 en meduloblastomas y que refiere sobreexpresion en el G4 en comparacién con
G3.

Conclusiones:

La expresion diferencial de cada uno de los genes evaluados, ANO2, DISC1, ARHGAP18,
GMR8 y PRDMS6, es estadisticamente significativa para distinguir entre los cuatro grupos

principales de meduloblastomas.

Se sustenta la posibilidad de distinguir entre los grupos 3 y 4 con base en la expresion de
DISC1, PRDM6 y GRMS.



Es necesario validar la expresion de las proteinas mediante inmunohistoquimica de los genes
evaluados para poder aplicar la clasificacion molecular en la practica anatomopatoldgica

rutinaria.



1. Antecedentes

Los meduloblastomas son las neoplasias cerebrales malignas méas comunes en nifios,
representan hasta 30% de los casos>>3*%8, Se consideran tumores embrionarios y dentro de
este rubro también son los mas frecuentes de sistema nervioso, con hasta el 90 % de los
casos’. Su incidencia se estima entre 5y 6 casos por millon de nifios y hasta 70% se

diagndstica en pacientes menores de 10 afios 3468910,

Se consideran de alto grado de acuerdo con la clasificacion de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), grado 4/4, ya que, en general, a pesar de un tratamiento agresivo hasta 30%
de los pacientes fallecen por la enfermedad y las secuelas del tratamiento afectan de forma
considerable la calidad de vida de los supervivientes, principalmente secundario a déficits

neuroldgicos permanentes®#6:8.9.11

En el afio 2007, la OMS describidé cinco patrones histologicos, sin embargo, en la
clasificacion del 2016 se modifico a cuatro patrones: el clasico, el desmoplasico/nodular, el
de extensa nodularidad y el anaplasico/células grandes 2610111213 " Al jnicio, cada patron
microscopico se correlaciono con ciertas variables clinicas, no obstante, la correspondencia

prondstica no es constante.

Mediante técnicas gendmicas, en el afio 2002 se demostrd que existen grupos moleculares
con expresiones genéticas distintas, los cuales tienen mayor correlacion prondéstica que los
criterios histoldgicos o clinicos**®. Con base en ello, el Grupo de Trabajo Internacional en
Meduloblastoma defini6 en el afio 2010 cuatro grupos moleculares?®: Wingless (WNT), Sonic
Hedgehog (SHH), grupo 3 y grupo 4, cada uno de ellos con caracteristicas genéticas,

correlacion demogréfica, clinica y pronostica especificas®1416:17.18,

A partir del afio 2015 la OMS reconoci6 a dichos grupos como entidades bioldgicas distintas
y las introdujo dentro de la clasificacion de tumores del SNC 2016°. La importancia de tal
hecho radica en que actualmente la clasificacion molecular es el mejor indicador prondstico
en la evaluacion tanto de la supervivencia global como de la supervivencia libre de

recurrencias®.

2 En la literatura suele referirse al término “subgrupo molecular”, sin embargo, para este trabajo se utilizara
el término “grupo molecular”.



1.1 Grupos moleculares

La clasificacion 2021 de los tumores del Sistema Nervioso Central de la OMS, considera los

siguientes grupos moleculares de los meduloblastomas?:

- WNT activado.

- SHH activado con mutacién p53.
- SHH activado con p53 silvestre.
- No WNT/SHH.

Los grupos WNT y SHH hacen referencia a la via molecular alterada, mientras que la
categoria provisional “no WNT/SHH” integra a los grupos 3 y 4, nombrados de forma

genérica porque se desconoce la via de lesion?’.

A pesar de que la OMS acepta la categoria no WNT/SHH, también reconoce que la distincion
G3 y G4 puede hacerse mediante técnicas de metilacion o perfiles de expresion de RNA, e
insta a continuar con el estudio molecular de ambos grupos ya gue, en conjunto, el grupo no
WNT/SHH alberga entre 50 y 70% de los casos pediatricos y las diferencias prondsticas

segun el grupo son significativas®®.

Grupo WNT

Representa de 10 a 15% de los casos ®81917 afecta por igual a ambos sexos®!%1415 y:
cominmente, los pacientes tienen entre 7 y 14 afios®®.

Casi todos los tumores con activacion de esta via presentan histologia clasica, raramente se
han reportado casos con morfologia anaplasica y la variante desmoplésica nodular no se
presenta®.

La activacion de la via WNT puede demostrase con la acumulacion nuclear de B-catenina
(fig. 1), a diferencia de los otros tipos de meduloblastomas que, aungque pueden presentar
algin grado de inmunorreactividad para -catenina, suele ser citoplasmatica. Hasta 90% de
los casos presentan monosomia del cromosoma 6 y/o variantes patogénicas en el exén 3 del

gen CTNNBL1. Otros genes con variantes patogénica son DDX3X (36-50% de los casos),
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SMARCA4 (19-26.3%), TP53 (12.5-14%), CSNK2B (14%), KMT2D (12.5%), PIK3CA
(11%) y EPHAT (8%)246810.1521

En este grupo la mutacion en TP53 no confiere mal pronostico®® y no suelen encontrarse
amplificaciones de MYC y N-MYC, al grado que su presencia puede hacer sospechar de un
error en la clasificacion molecular®.

Las metastasis son infrecuentes® y el prondstico de los pacientes menores de 16 afios es
favorable, pudiendo alcanzar una supervivencia superior a 95% a los 5 afios3>¢1217.18 ge
refiere que aun los pacientes con histologia de células grandes/anaplasicas mantienen el buen
pronostico de este grupo'’. Sin embargo, los pacientes mayores de 16 afios suelen tener un

pronostico intermedio® y los adultos un peor pronostico?,
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Figura 1. Alteraciones en la regulacion en la via WNT produce la acumulacion nuclear de la B-catenina, que
promueve la transcripcion de genes que regulan procesos como la apoptosis, proliferacion y adhesion celular.
En la via SHH, el ligando SHH se une a SMO vy activa al factor de transcripcién GLI en los cilios primarios,
por su parte PTCH tiene como funcién inhibir a SMO. El aumento en la actividad de los factores que componen
la via ya sea por mutaciones de activacion (asterisco verde) o inactivacion (asterisco rojo) genera aumento en
la transcripcion. En ocasiones la via P13K/mTOR también se encuentra alterada y coopera con la via SHH?,
(tomado de Skowron P, Ramaswamy V & Taylor M, 2015).



Grupo SHH
Representa entre 25 y 30% de los casos y afecta a todos los grupos de edad, pero se presenta

preferentemente en una distribucion bimodal, primero en infantes® y posteriormente en nifios
mayores de 16 afios®8101114.15

Todas las variantes histologicas pueden ocurrir en este grupo, pero mas de 50% corresponde
a la variante desmoplésico/nodular, seguida del patrén clésico y en tercer lugar la variante de
células grandes/anaplasicas®.

Las principales mutaciones que activan la via SHH ocurren en los genes PTCH1 (43% de los
pacientes), TERT (39%), SUFU (10%) y SMO (9%), ademas se suelen presentar deleciones
en PTEN y amplificaciones de GLI-1 0 2 (9%) y N-MYC (7%) (fig. 1) 4681011141521

Las alteraciones citogenéticas mas comunes son las pérdidas del 9q y 10q, lo que deriva en
pérdida de la heterocigocidad de PTCH1 (9g22) y SUFU (10g24), ambos reguladores
negativos de la via SHH*4,

El prondstico general de la variante SHH se aproxima a 70%?"° a los cinco afios, pero esta
influido por la presencia de la mutacion en el gen TP53°. A pesar de que TP53 puede estar
mutado también en el grupo WNT, s6lo en el grupo SHH tiene correlacion prondstical®; por

lo que este grupo molecular se divide en dos subclases reconocidas por la OMS:

Grupo SHH con TP53 silvestre

Ocurre en pacientes menores de 4 afios, adolescentes o adultos jovenes®. Se puede asociar a
mutaciones somaticas o germinales con regulacion negativa de los genes PTCH1 o SUFU,
activacion somatica de mutaciones en SMO o, raramente, amplificacion de GLI-2%. El

pronostico de supervivencia se describe entre 76 y 80% a cinco afios®?8,

b En este trabajo, la categoria “infante” corresponde a nifios menores de 3 afios y la categoria “nifiez”
comprende entre los 3 y 10 afios.



Grupo SHH con mutacion en TP53

Es una variante rara que ocurre aproximadamente en 20% de los casos SHH y afecta a nifios
entre 4 y 17 afios®?l. Hasta 66% de los casos corresponde a histologia de células
grandes/anaplasicas, en comparacion con menos de 10% en los casos con TP53 silvestre®.

La pérdida del cromosoma 17p, las amplificaciones de GLI-2 o NMYC, y la ausencia de

mutaciones en PTCH1, SUFU y SMO se asocian a la mutacion en TP535818,

A pesar de que los meduloblastomas SHH suelen presentar menor frecuencia de metéstasis
que otros grupos, la variante TP53 mutante puede presentar implantes en el neuroaxis®. En
adicion, la mutacién TP53 puede presentarse en casos de recaidas tumorales aun cuando el

tumor primario pertenecia al grupo SHH con TP53 silvestre®.

La mutacion en TP53 se asocia con cromotripsis y confiere un mal prondstico, con

disminucion de la supervivencia a 40% a cinco afios®818,

Grupo 3 (G3)

Ocurre aproximadamente en 25-30% de los meduloblastomas y afecta principalmente a nifios
entre tres y cinco afios, en quienes puede representar hasta 45% de los casos 689141523,

Las alteraciones presentes en este grupo son el isocromosoma 17q (40-60% de los casos), la
ganancia de los cromosomas 1q Yy 7 o la pérdida de los cromosomas 8, 10qy 16q, la activacién
de GFI1A/GFI1B, las amplificaciones de MYC (17-25% de los casos), OTX2 (7.7%) y N-
MYC (5%), asi como, las mutaciones en SMARCA4 (10.5%), KBTBD4 (6%), CTDNEP1
(5%), KMT2D (5%) y LRP1B (4.6%)%*6811.1519,

En general, las metastasis al momento del diagndstico llegan a presentarse hasta en 40% de
los casos y las recurrencias tumorales son frecuentes, especialmente mediante diseminacion
metastasica con el lecho tumoral primario libre de lesion®1114,

Usualmente, este grupo es refractario a la terapia multimodal y la supervivencia global
reportada a cinco afios va de 20 a 50%*, de acuerdo con la presencia o no de algunos factores

de mal prondstico, entre ellos: la histologia anaplasica/células grandes, la enfermedad
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metastasica, la presencia del isocromosoma 17q y la amplificacion de MYC, en este ultimo

caso la supervivencia disminuye hasta ser de 209 468111524

Grupo 4 (G4)

Es el mas frecuente de todos, entre 35 y 40% de los casos®1%11416 E| pico de incidencia es
en la nifiez tardia y la adolescencia, entre los 5 y 15 afios, siendo poco frecuente en
infantes®81011,

A pesar de ser el grupo mas comdn, sus caracteristicas bioldgicas son de las menos
detalladas*™'’. No obstante, las alteraciones citogenéticas identificadas hasta en 80% de los
casos involucran al cromosoma 17: delecidn 17p, ganancia 17¢q o combinacion de ambas en
forma de 17q isodicéntrico; también se ha asociado con la pérdida del cromosoma 11,
mientras que las mutaciones mas frecuentes ocurren en PRDM6 (17% de los casos), KDM6A
(13%), SNCAIP (10.4%), N-MYC (5-10%), GFI1/GFI1B (5-10%), KMT2C (6%), KBTBD4
(6%), OTX2 (6%), CDK6 (6%) y ZMYM3 (6%)3°>611:1519.25,

La supervivencia a cinco afios puede llegar a ser de hasta 95%%’, aunque en general el
prondstico es intermedio entre los grupos WNT y el grupo 3. La supervivencia a cinco afos
puede ensombrecerse en los casos metastasicos, que llegan a ser de hasta 40% al momento
del diagndstico. A diferencia del grupo 3, los pacientes con isocromosoma 17 o con pérdida
del cromosoma 11 presentan un prondstico favorable®*8. Las recurrencias suelen deberse a

diseminacion tumoral con sitio primario libre>810.12,

La figura 2 resume algunas caracteristicas genéticas, correlacion demogréfica, clinica y

prondstica especificas por grupo molecular.
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Figura 2. Grupos moleculares de los meduloblastomas: clinica, histologia, alteraciones en el nimero de

copias, vias de sefializacion y metilacion de ADN (tomada de Cavalli F, Remke M, Rampasek L et al., 2017).

Multiples estudios han demostrado que los grupos 3 y 4 comparten caracteristicas
citogenéticas que se traslapan y que se traducen en dificultades para su diferenciacion,
causando falta de consenso en cuanto a los métodos diagnosticos, por lo que la OMS 2021

los continta integrando en la categoria provisional “no WNT/SHH>6810.26.27

Por otro lado, las propuestas de clasificacion del grupo no WNT/SHH han incluido trabajos
como el de Lastowska y colaboradores (2018) que consideraron dividirlo en tres grupos: G3,
grupo intermedio G3/G4 y G4, de acuerdo con el patron transcripcional que obtuvieron?®. No

obstante el consenso es considerar dos grupos: G3 'y G4.

1.2 Expresion de genes

El primer método descrito para la clasificacion molecular de los meduloblastomas se bas6 en
la tecnologia Nanostring N-Counter. Mediante dicha técnica, en el afio 2012, Northcott y
colaboradores desarrollaron un panel rapido, validado y reproducible de expresion génica

que pudo clasificar los meduloblastomas en los cuatro grupos moleculares (Anexo 1)%°.
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Utilizando entre cinco y seis genes especificos para cada grupo molecular, crearon un panel
de 22 genes que demostrd una precision de 97% en la clasificacion de una cohorte original
de 101 casos comparada mediante arreglos de expresion. Dicho panel fue validado en tres
cohortes internacionales independientes (n=130) con concordancia de 98% (127/130), sin
reconocerse el motivo de la falla en los tres casos erroneos.

En 2018, Leal y colaboradores reprodujeron dicho panel y método en una corte brasilefia de
104 muestras en donde 100% fue clasificable®.

Las ventajas del método NanoString N-Counter son que distingue entre los cuatro grupos
moleculares y que puede utilizar tejido fijado en formol e incluido en parafina, pero las
principales desventajas son la variabilidad en las plataformas de perfiles de transcripcion al
comparar las bases de datos®, que la efectividad disminuye de forma proporcional a los afios
de almacenamiento de la muestra en blogues de parafina y, ademas, a pesar de referirse como
un método mas econdémico en comparacion con la metilacion, la adquisicion del equipo es
elevada.

Por ello, Kunder y colaboradores realizaron en 2013 un estudio en el que utilizaron RT-PCR
para validar la expresion diferencial de 12 genes (derivados del panel de Northcott y
colaboradores) y 9 microRNAs en la clasificacion molecular de los cuatro grupos de
meduloblastomas y obtuvieron una eficacia global de 97% en una muestra de 103 casos, con
una eficiencia especifica por grupo de 100%, 93.3%, 85.7% y 100% en los grupos WNT,
SHH, 3y 4, respectivamente. El grupo de genes y miRNA fue validado contra un grupo de
34 meduloblastomas clasificado previamente mediante NanoString®L.

Por su parte, en 2019, Cruzeiro y colaboradores redujeron el panel original de Northcott y
cols. a uno de 20 genes, a partir del cual clasificaron una muestra brasilefia de 92
meduloblastomas en los cuatro grupos moleculares mediante arreglos de baja densidad
Tagman. Para probar el panel utilizaron los 763 casos de meduloblastomas del estudio de
Cavalli y colaboradores (2017) y posteriormente validaron el panel comparando los
resultados de 11 muestras aleatorias de la muestra brasilefia mediante metilacion de DNA®,
La asignacién grupal resulto efectiva en 94.29% de los casos WNT, en 99.1% de los casos

SHH, en 92.36% de los casos del grupo 3y en 95.4% de los casos del grupo 4%.
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1.3 Subtipos moleculares

El avance continuo de la biologia molecular ha permitido reconocer que no so6lo entre los
cuatro grupos moleculares previamente descritos existen diferencias notables, sino que
también dentro de cada uno se presentan variaciones. En forma de consenso, dichas variantes

se designan con letras griegas mientras que no sea demostrada la alteracion especifica®81719,

De esta forma, en cada grupo hasta el afio 2017 se habia referido al menos 12 subtipos
moleculares: WNT o, WNT B, SHH o, SHH 8, SHH y y SHH 6, Grupo 3 o, Grupo 3 By

Grupo 3 y, Grupo 4 o, Grupo 4 By Grupo 4 y*%,

Los subtipos de los grupos WNT y SHH se presentan en la figura 2. Respecto a los grupos 3
y 4, diferentes estudios han descrito que el grupo no WNT/SHH se divide en al menos entre
4y 8 subtipos (fig. 3) 3.

Study Medulloblastoma Group 3/4 Subtypes
Northcott et al. .
(2017) 1l v Vv : Vi Vil

Schwalbe et al. | ;
(2017) : Grp3-HR Grp3-LR Grp4-LR Grp4-HR

Cavalli et al. I G3-p | : f——
o e o NESENE

Figura 3. Subtipos moleculares del espectro grupo 3-4 descritos por tres grupos de estudio diferentes (tomada
de Kumar R., Liu A. & Northcott P. 2019).

En 2019, Sharma y colaboradores realizaron un metaandlisis internacional mediante
metilacién de DNA de 1501 casos de los grupos 3 y 4 mediante el cual describieron un
espectro de 8 subtipos (I a VIII) con correlacion demogréfica, histoldgica, clinica, molecular
y de supervivencia especifica (fig. 4). Asimismo, identificaron evidencia que apoya la
subdivision del subtipo VIl en VII-A'y VII-B%*,
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Figura 4. Subtipos moleculares descritos por Sharma y colaboradores, los cuales representan un continuo entre
los grupos 3 y 4 (tomada de Kumar R., Liu A. & Northcott P. 2019).

El reconocimiento de los subtipos plantea la posibilidad de considerar que los cuatro grupos
moleculares hasta ahora reconocidos sean simplificaciones de las verdaderas subestructuras
moleculares?®3, Al respecto, la OMS 2021 no ha fijado una postura tajante, pero si reconoce
su existencia. De hecho, considera al menos cuatro subtipos de SHH y ocho subtipos del
grupo no WNT/SHH, algunos de los cuales podrian tener implicaciones clinicas, diagndsticas
y prondsticas relevantes; respecto al grupo WNT no emite consideraciones para la

subtipificacion?63.
1.4 Células de origen

Diversos estudios han referido que identificar mecanismos de inicio oncogénico en los
meduloblastomas no ha sido efectivo porque las mutaciones somaticas que liderean la

oncogeénesis son raras. Por ello, otro abordaje se ha enfocado en los procesos de desarrollo
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cerebelar, pues la evidencia ha mostrado vias genéticas comunes entre el desarrollo normal

del cerebelo y la tumorigénesis de los meduloblastomas®®.

Las primeras descripciones de los meduloblastomas datan de la década de 1910, cuando se
propuso que eran tumores derivados de precursores neuronales (neuroblastos). Una década
mas tarde, se postul6 que procedian de una célula indiferenciada con capacidad de
autorregeneracion y de diferenciacion neuronal y glial® denominada “meduloblasto”, la cual

revestia el epéndimo del cuarto ventriculo®®1% pero dicha célula no fue identificada.

Para la década de 1970 se refirio que se originaban de células indiferenciadas de la zona
subependimaria y, posteriormente, se sugirié a las células granulares como el origen®’. No
obstante, la evidencia actual propone que cada grupo molecular puede originarse de

diferentes células3®-3%4041,

El grupo méas estudiado son los meduloblastomas SHH, que se postula derivan de
progenitores de las células granulares, las cuales dependen de dicha via para su expansion
perinatal, sin embargo, también se han referido neoplasias derivadas de precursores de
células en cepillo unipolares de edad comparable a los progenitores de las células
granulares** %2, De hecho, se refiere que a pesar del uso extendido de modelos animales para
evaluar los meduloblastomas SHH, no se ha podido recapitular completamente a los casos
en infantes (subtipos SHH-1 y SHH-2 referidos en la OMS 20212°), sugiriendo que la célula

de origen aun no ha sido puntualmente identificada*?*3,

En cuanto al grupo WNT, se planteaba que derivaban de células del labio rémbico inferior,
pero estudios posteriores, como el de Jessa y cols. (2019), refieren que son de origen extra-

cerebelar, pues derivan de células del tronco encefalico dorsal embrionario®!444,

Referente a las neoplasias del grupo no WNT/SHH, diferentes trabajos postulan que defectos
en la diferenciacion de células progenitoras en la zona ventricular y subventricular del labio
rombico durante distintas etapas del desarrollo intrauterino da origen a los meduloblastomas
de los grupos 3y 4 (fig. 5)3°4446,

Hooper y cols. (2014) refirieron que las células del grupo 3 semejan precursores neuronales
entre las 10 y 15 semanas (fase del desarrollo pineal y de la retina), mientras que las del grupo

4 lo hacen de células entre las 20 y 30 semanas. Por lo que, se plante6 que el grupo 3 podria
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resultar de alteraciones en la diferenciacion neuronal, mientras que el grupo 4 podria ser

consecuencia de apoptosis asociada a falla en la regulacion sinaptica®®.

caalli | G3y | G3a

WHO I

Subtype
Differentiation “ o
- wo— @ — @ — @n-
PRDM6
Genetic orx2 KDMG6A
aberrations MYC GFI1 / GFIIB KBIBDY MICN CBFA2T2
CBFA2T3
Age group
=Y| =¥ |4 1§} vt 6 )
Gender > d>2 |d>% d>2 d>2 d>Q
5-year survival very poor poor good poor intermediate

Agegrop 0 Y T ' Group oy ™P* = 1 W I m I IV MV M VIEVIEVE
0-3 3-10 10-17 17-

Fig. 5. Relacion de la diferenciacion de las células del labio rdmbico con el subtipo de meduloblastoma, tomando como
referencia los grupos del espectro G3-G4 descritos por Cavalli y cols. (2017) y los V111 subtipos reconocidos por la OMS,
basados en Nortcoth y cols. (2017). Tomada de Funakoshi y cols. (2022).

Mientras que Hendrikse y cols. (2022) reportaron que el grupo 3 deriva de una poblacion

temprana de células madre y el grupo 4 deriva de células en cepillo unipolares®*47.

Por otro lado, Kool y colaboradores (2008) y Cho y colaboradores (2011) describieron
marcadores de diferenciacion neuronal y de diferenciacion fotorreceptora como posibles
caracteristicas distintivas de los meduloblastomas noWNT/SHH*4°,

Al respecto, Williamson y colaboradores (2022) refirieron que el grupo 3 expresa genes
codificadores de proteinas fotorreceptoras, normalmente presentes en las células en cepillo
unipolares, lo que indica que su expresion no es aberrante y que no estd asociada a
tumorigénesis*®. Mientras que el grupo 4 expresa genes asociados a factores de transcripcion

de linaje neuronal (neuronas glutamatérgicas)*C.

En dicho estudio, mediante secuenciacion de RNA y metilacion de 331 meduloblastomas, se
concluyd que los grupos 3 y 4 no son entidades transcripcionales distintas, sino que
representan un continuo entre dos extremos transcripcionales G3-G4*°. Tomando como

referencia los 8 subtipos del espectro G3-G4 presentado por autores como Northcott y cols.
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(2017) y Sharmayy cols. (2019), la figura 6 muestra la distribucion propuesta de dichos grupos
entre los polos G3-G4.

c G3/G4 score by subtype

Subtype

vl »

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
G3/G4 score
Fig. 6. La distribucidon entre 0 y 1 de los 8 subtipos descritos en el espectro G3-G4 refleja la proporcion de expresion
metagenética G3/G4, en donde 0 indica un tumor 100% G4 y 1 un tumor 100% G3. Aunque se describid cierta variacion
celular intratumoral, la mayoria de las células de un tumor pertenecian al mismo rango del espectro G3-G4. Tomada de
Williamson y cols., 2022.

Por otra parte, de acuerdo con Luo y colaboradores (2022), existen progenitores cerebelares
transicionales entre células madre neurales y linajes neuronales en el cerebelo fetal en
desarrollo, los cuales podrian originar tanto a progenitores de células granulares como a
células en cepillo unipolares, por lo que serian células potenciales para desarrollar
meduloblastomas SHH, G3 y G4. Aunque refirieron que, de las neoplasias estudiadas, hubo

mayor poblacion de células transicionales en el grupo 3.
1.5 Estudio de nuevos marcadores

Con base en los diferentes trabajos expuestos, aun es necesario continuar el estudio molecular
de los meduloblastomas para poder entender su naturaleza y ofrecer herramientas acuciosas

para la toma de decisiones en el abordaje de los pacientes y en el desarrollo de terapias blanco.

A partir de la revision de la literatura, este trabajo utiliza cinco genes para la clasificacion
molecular de los meduloblastomas con un enfoque entre los grupos menos definidos: G3 y

G4. Resaltando que a pesar de que no hay consenso sobre como dividir al grupo no
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WNT/SHH, si en 8 0 mas subtipos, en un espectro, en dos polos radicales o en tres grupos,
si se reconoce que la distincion, al momento pragmatica, G3 'y G4 es la opcidn preferible para
desarrollar proyectos que pudieran establecer mejor el diagndstico, tratamiento y pronéstico

de los pacientes.

A continuacidn, se describen las principales caracteristicas de los genes estudiados: ANO2,
DISC1, ARHGAP18, GRM8 y PRDM6.

ANO2 (proteina Anoctamina 2, TMEM16) proteina transmembranal que forma

homodimeros funcionando como canales de cloruro activados por calcio. Su funcién se
traduce en la inhibicion sindptica GABAergica en las células de Purkinje y en la regulacion

de la plasticidad cerebelar. También juega un rol importante en la transduccion olfatoria®-2,

En 2018, Castillo Rodriguez y colaboradores realizaron un estudio in Silico a partir de una
muestra de 137 perfiles de expresién de meduloblastomas para identificar posibles
marcadores diagndsticos entre G3 y G4. Entre los genes evaluados, la expresion diferencial
de ANO2 apoyo0 la caracterizacion de G4, e incluso, con base en la variacion intragrupal, se
procedio a identificarlo de forma distintiva entre dos grupos: G4a y G4,

DISC1 (disrupcion de esquizofrenia 1) participa el desarrollo de procesos neurales en
células embrionarias y adultas, incluida la proliferacion neuronal, migracion, crecimiento de
las neuritas y mantenimiento sinaptico. Este gen se expresa durante periodos criticos del
desarrollo en regiones donde se encuentran progenitores neurales en proliferacién, como las
zonas ventricular y subventricular durante el desarrollo embrionario y en el giro dentado del

hipocampo en los adultos®*®,

DISC1 es regulador de multiples aspectos en la neurogénesis, participa en la proliferacion
neuronal mediada por WNT, y actia como regulador negativo de GSK3B (punto de
convergencia de las vias AKT-mTOR y CTNNB1), controlando el tiempo del proceso de
integracion de las neuronas en el recién nacido y el proceso de neurogénesis en el

adulto®455:%6

Hasta el momento no hay estudios que evallen la expresion de DISC1 en los

meduloblastomas, sin embargo, podria ser un gen clave si se considera que los
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meduloblastomas surgen de alteraciones en programas transcripcionales en distintos linajes
celulares durante el desarrollo cerebelar temprano. Lo cual apoya el estudio de vias genéticas

comunes entre el desarrollo normal del cerebelo y la tumorigénesis®’.

ARHGAP18 (codifica la proteina Rho GTPasa activadora) controla la proliferacion de los
progenitores neurales y contribuye al plegamiento de la neocorteza; ademas de ser regulador

de la funcion celular, la migracion y la angiogénesis®®.

Entre los genes con los que interactia, ARHGAP18 puede suprimir la actividad de YAP1 a
través de retroalimentacion negativa®?; e inhibir la actividad de RhoA®. ARHGAP18 actlia
como regulador negativo de YAP1 e inhibe la polimerizacién de actina, lo cual reduce la

localizacién nuclear de YAP1,

YAP tiene un papel primordial en la tension tisular via ARHGAP18 y sus genes asociados
mediante la regulacion de la formacion de la red cortical de actino-miosina, mecanismo

esencial para moldear correctamente el 6rgano/cuerpo®.

Se ha descrito que la pérdida de YAP1 junto con la activacion de la via Hippo son necesarios
para el desarrollo neuronal. La proteina YAP1 se utiliza como marcador de

inmunohistoquimica que se sobreexpresa en los grupos WNT y SHH, pero no en G3 'y G4'.

Debido a su asociacion con la transicion epitelial-mesenquimal, ARHGAP18 ha sido
evaluado en diferentes neoplasias como promotor de metastasis. En el adenocarcinoma de
mama triple negativo la sobreexpresion de ARHGAP18 se asocia con menor supervivencia
global, supervivencia libre de recurrencia y supervivencia libre de metastasis. Dicho evento

esta asociado con la subexpresion del supresor tumoral miR-200b y la inhibicion de RhoA®,

Por otro lado, la sobreexpresién de ARHGAP18 también se ha asociado con el desarrollo de
glioblastomas mediante correlacién negativa de miR-181a, que actia como supresor tumoral

en glioblastomas®:.

GRMS8 (receptor metabotrdpico de glutamato 8) receptor de la familia de las proteinas G

del grupo 11l del glutamato, el cual estd asociado a la inhibicion de la cascada del AMP

ciclico®.

20



El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central y su
receptor GRM8 ha sido relacionado con la progresion de diversos tumores mediante
diferentes acciones, por ejemplo, en lineas celulares de neuroblastomas y gliomas actiia como
supresor tumoral, mientras que en el carcinoma escamoso pulmonar y en el cancer de mama

act(ia como oncogen®?.

Cho y colaboradores (2011) analizaron la sobreexpresion de GRM8 como marcador de
diferenciacion neuronal en meduloblastomas con caracteristicas del grupo 4. En dicho
articulo se describen 6 grupos de meduloblastomas C1-C6. C6 corresponde al grupo WNT y
C3 al grupo SHH, mientras que C1, C2, C4 y C5 son un continuo de tumores que van desde
el extremo de diferenciacion neuronal/via glutamaérgica (grupo 4) hasta la diferenciacion

fotorreceptora/via GABAérgica (grupo 3) %8

Kool y colaboradores (2008), describieron 5 grupos A-E: A corresponde al grupo WNT, B
al SHHy C, Dy E a la gama entre el grupo 3y el grupo 4 (fig. 7)*8. Igualmente refieren que
dicho umbral va desde la diferenciacion neuronal (tumores con expresion aumentada de
GRMB8) hasta la expresion de genes de diferenciacion retiniana (tumores que expresan
antigeno-S y opsina, marcadores que en tejido sano Unicamente se expresan en
fotorreceptores de la retina y una clase de pinealocitos derivados de células fotorreceptoras
pineales)*.

Por otro lado, Kunder y colaboradores (2013) evaluaron un panel de 9 miRNAs y 12 genes
para distinguir entre los cuatro grupos moleculares reconocidos por la OMS. Entre sus

resultados destacan que GRMS se sobreexpresa en el grupo 43,

Posteriormente, Kaur y colaboradores (2016), identificaron mayor expresion de GRM8 en el
grupo 4 con respecto a WNT, SHH y G3 (p<0.0001) mediante PCR. Posteriormente, al
evaluar un panel de 10 marcadores de inmunohistoquimica, entre ellos GRM8, concluyeron

que solo fueron Utiles para la clasificacion molecular B-catenina, YAP1 y GAP1%8,

Por ultimo, Qin y colaboradores (2021) lo evaluaron en el grupo 3 y asociaron la
sobreexpresion con peor pronéstico. En este articulo también se plante6 que GRM8 se

correlaciond rio abajo con el oncogen MYC®,

21



Medulloblastoma type A B C D E

Molecular characteristics

WNT / TGF signaling |  SHH signaling

B-catenin mutations

NOTCH / PDGF signaling
1

Increased protein
Increased protein biosynthesis / cell cycle biosynthesis /

cell cycle

Neuronal differentiation

Photoreceptor differentiation

Loss of chrom 6 I

Genetic characteristics Loss of chrom 9q

Loss of chrom X, gain of chrom 18
i |
Loss of chrom 8 and 17p, gain of chrom 17q

Classic histology Mainly classic histology
Desmoplastic histology I I

Clinical characteristics

Older children Children Children
Young children + adults Young children

Figura 7. Clasificacién molecular en la que se identificaron 5 grupos de meduloblastomas. EI grupo A corresponde al
grupo WNT, el B al SHH, el Cy E a los actuales grupos 3 y 4, respectivamente, mientras que el grupo D incluye a los
tumores intermedios 3-4 (zona gris) (tomado de Kool y cols., 2008).

PRDMG6 (proteina PR6 dominio de dedo de zinc) funciona como un represor tanscripcional

implicado en la regulacion de proteinas contractiles del mdsculo liso vascular, el

metabolismo y la degradacion de lisina®.

Roussel y Stripay (2018), Menyhart y colaboradores (2019), y Kumar y colaboradores (2020)
describieron la sobreexpresion de PRDM6 en aproximadamente 17% de los
meduloblastomas del grupo 4. Su accion se ha descrito como regulador epigenético de la
actividad génica (regulador de la cromatina) y su activacion se asocia a duplicacion tandem
SNCA|P3’24'44'64’65.

Por otro lado, en 3.1% de los meduloblastomas G4 se han identificado mutaciones somaticas
en CBFA2T2, un coexpresor transcripcional que liga modificadores epigenéticos y factores
transcripcionales e interactta con los dominios SET y PR de las proteinas PRDM, incluida
PRDM6*,

PRDM6 ha sido referido como marcador del grupo 4 “puro”, el cual, de acuerdo con las

clasificaciones de Northcott y colaboradores (2017) y Sharma y colaboradores (2019), esta
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sobreexpresado, en el subtipo 8, aunque también se ha descrito, en menor medida, en el
subtipo 6 del espectro 3-4*4%° (figs. 3,5y 8).

Subtype: _| Il I \% v VI Vil Vil

PHDMEI_ || |
crosflil I I | |

Myc | |
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Figura 8. Caracteristicas moleculares de los meduloblastomas del espectro 3-4, en la que PRDM6 se identifica como

marcador del extremo G4 (tomada de Northcott y cols., 2017).

2. Planteamiento del problema

Los meduloblastomas se dividen en al menos cuatro grupos moleculares con caracteristicas
genéticas distintivas que se correlacionan con variables clinico-patoldgicas y, actualmente,
se considera que clasificar a los pacientes de acuerdo con el origen molecular de la neoplasia

es la mejor manera de asegurar acceso a terapias potencialmente eficaces*®.

En los grupos WNT y SHH se conoce la via de lesion y el avance en el conocimiento de la
biologia molecular ha permitido identificar marcadores especificos, sin embargo, aln se

consideran grupos con casos heterogéneos?®,

Por otro lado, los grupos 3 y 4 comparten caracteristicas citogenéticas que se traslapan y que
pueden dificultar su diferenciacion diagnostica, por lo que la OMS 2021 continla
agrupandolos en la categoria provisional “no WNT/SHH”. No obstante, la categoria no
WNT/SHH limita el valor diagnostico, prondstico y terapéutico de los pacientes con

meduloblastoma, pues alberga entre 50 y 70% de los casos pediatricos®®.
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La relevancia de la distincion entre los grupos 3 y 4 se manifiesta cuando se considera que la
supervivencia a cinco afos de los pacientes del grupo 3 oscila entre 20 y 50%, mientras que
en el grupo 4 lo hace entre 40 y 95%.

Este trabajo propone estudiar cinco genes referidos en la literatura como posibles marcadores

que permitan distinguir entre los cuatro grupos principales y especificamente entre G3 y G4.
3. Pregunta de investigacion
Pregunta principal:

¢La expresion de los genes ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6 permite

discriminar entre los grupos moleculares de los meduloblastomas pediatricos?
Pregunta secundaria:

¢Hay diferencias en la expresion de los genes ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6
que permitan discriminar entre los grupos moleculares 3 y 4 de los meduloblastomas

pediatricos?
4. Justificacion

Hasta el momento, se ha demostrado que los cuatro grupos moleculares de meduloblastomas

son heterogéneos y se pueden subtipificar.

Los estudios de biologia molecular han servido para ampliar la informacién genética de los
grupos principales de meduloblastomas y generar indicios sobre las células de origen;
informacion esencial para posteriormente desarrollar terapias blanco*?. Sin embargo, atn
faltan detalles moleculares por conocer, para poder implementar acciones clinicas, entre las
que destaca: identificar marcadores Utiles y asequibles en la practica anatomopatologica

rutinaria.

El impacto principal de este proyecto es el aumento de conocimiento, pues, si la expresion
de los genes ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6 apoya la distincion entre los
diferentes grupos moleculares, y especificamente entre los grupos 3y 4, se podrian continuar
futuros estudios para afinar el diagndstico molecular, la clasificacion de los subtipos vy el
establecimiento del origen de los meduloblastomas.
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5. Hipotesis
Principal:

La expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6 apoya la distincion

significativa entre los cuatro grupos principales de meduloblastomas.
Secundarias:

La expresion diferencial de ANO2 puede distinguir entre MB G4 y G3.

La expresion diferencial de DISC1 puede distinguir entre MB G4 y G3.

La expresion diferencial de ARHGAP18 puede distinguir entre MB G4 y G3.

La expresion diferencial de GMR8 puede distinguir entre MB G4 y G3.

La expresion diferencial de PRDM6 puede distinguir entre MB G4 y G3.

6. Objetivos

Objetivo general: Determinar si la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y
PRDM6 permite diferenciar entre los grupos moleculares de los meduloblastomas

pediatricos.
Objetivos especificos

» Establecer la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6 en

tejido neoplésico y tejido control.

» ldentificar si la expresion de los cinco genes puede distinguir entre los grupos

moleculares de meduloblastomas pediatricos.
Objetivo secundario

» Evaluar si la expresion diferencial de los genes propuestos puede discriminar
entre G3y G4.

7. Variables:

A. Variable dependiente:
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- Expresion diferencial.

Definicion operacional: nimero de veces que el gen estudiado es transcrito en mayor o menor

medida en el tejido neoplasico frente a los controles de cerebelo normal.
Escala de medicion: cuantitativa, continua.

Categoria: expresion del mRNA (fold change) de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y
PRDM6.

B. Variable independiente:
- Variante molecular de los meduloblastomas.

Definicion operacional: grupo molecular reconocido por la OMS y determinado mediante

PCR con base en el panel de genes de Northcott y cols. 2012.
Escala de medicion: cualitativa, dicotomica.
Categorias: WNT, SHH, G3 y G4.

8. Metodologia
Disefio del estudio: transversal y analitico.

Poblacion de estudio: muestras de tejido congelado o tejido fijado en formol e incluido en

parafina con diagndstico molecular de meduloblastoma.
Muestreo: no probabilistico por conveniencia.

Tamafo de la muestra: No se realiz6 el céalculo porque se trabajé con todos los casos

clasificados.

Criterios de inclusién: meduloblastomas clasificados mediante RT-qPCR de acuerdo con el

panel de genes propuesto por Northcott y cols. 2012.
Criterios de exclusion: ninguno.

Criterios de eliminacion: muestras con Ct (cycle threshold) de 36 ciclos en adelante.
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Recursos humanos: Investigadores, personal médico y pasantes que colaboran en el
Departamento de Patologia Clinicay Experimental y en el Laboratorio de Biologia Molecular
del HIMFG.

Recursos financieros: se contd con el apoyo de Fondos Federales 2021 (HIM/2018/092.
SSA.1555).

Descripcion de los procedimientos:

Para la realizacion de este trabajo era necesario contar con un grupo de meduloblastomas
clasificados molecularmente que pudiera servir para el analisis de los 5 genes propuestos.
Debido a que en el HIMFG no se contaba con dicho grupo, esta investigacion se realizd en
conjunto con la investigacion de Barrera Velazquez y Eguia Aguilar cuya finalidad fue
aplicar el panel de Northcott y cols. 2012 mediante PCR en muestras del HIMFG para obtener
una clasificacion molecular en muestras del biobanco de anatomia patolédgica entre 1990 y
2022,

A continuacion, se describen los pasos:

A. ldentificacion de los casos

A partir del estudio previo realizado por Villavicencio Zepeda y Eguia Aguilar, se cuenta con
una base de 160 casos de los meduloblastomas diagnosticados en el HIMFG entre 1990 y
2016%.

Los casos entre 2017 y julio del 2020 se obtuvieron de la base de datos del trabajo de
Vicentefio Leon y Eguia Aguilar (171 casos acumulados)®’.

Los casos entre agosto del 2020 y marzo del 2022 se obtuvieron de la revision de las libretas
del Departamento de Patologia Clinica y Experimental del HIMFG. En este periodo de
tiempo se registraron 9 casos nuevos, dando un total de 180 casos acumulados.

Por otro lado, se obtuvieron 6 casos de meduloblastomas del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Siglo XXI, del Instituto Mexicano del Seguro Social, a través de la Dra Alicia
Rodriguez Velasco.

El total de casos acumulado fue de 186.
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B. Obtencidn de los bloques de parafina y las laminillas

Los bloques de parafina y laminillas estaban en resguardo del Laboratorio de Biologia
Molecular del Departamento de Patologia Clinica y Experimental a cargo de la Dra. Pilar

Eguia.

El material (bloques y laminillas) de los 9 casos nuevos del HIMFG fue solicitado al archivo

del Departamento de Patologia y se almacenaron con el resto de los casos.
C. Obtencion del tejido congelado

A partir del afio 2016, se solicito al Departamento de Neurocirugia del HIMFG a cargo del
Dr. Fernando Chico Ponce de Ledn y a los residentes de patologia que se avisara al
Laboratorio de Biologia Molecular cuando se realizara un diagnéstico transoperatorio de
tumores de fosa posterior para obtener tejido en fresco y almacenar a -70°C para su posterior
uso en los diferentes protocolos de estudio molecular de neoplasias del sistema nervioso

central que se realizan en dicho Departamento.

Solo se almacena material fresco en los casos con tejido suficiente para el diagnostico
histopatoldgico definitivo. En los casos con poco material no se guarda tejido fresco para no

comprometer el diagnostico de los pacientes.
D. Revision de laminillas

Las laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina fueron evaluadas por patélogos del
Departamento de Patologia del HIMFG para corroborar el diagnostico microscépico de
meduloblastoma y seleccionar los blogues. Se consideraron como casos adecuados aquellos

con tejido suficiente y viable (necrosis menor de 30%).
E. Seleccion de casos

Con en el apoyo economico de Fondos Federales, en este proyecto se adquirieron 60 placas

para el andlisis de 120 muestras tumorales.

Se eligieron 110 casos de la base general de meduloblastomas partiendo de los casos mas
recientes y se escogieron los casos que tuvieran estudios de inmunohistoquimica (14

muestras de tejido congelado y 98 de muestras de tejido de blogues de parafina). Se utilizaron
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2 muestras para estandarizacion y 6 muestras de tejido congelado control de cerebelo

(autopsias).

Los casos seleccionados (incluyendo las muestras para estandarizacion) correspondieron a
muestras entre los afios 2000 y 2022 y las 6 muestras de autopsia se obtuvieron entre 2017 y
2021.

F. Tejido de cerebelos control

A partir del afio 2018, los residentes de patologia obtienen una muestra de tejido fresco de
cerebelo en los casos de autopsias completas de pacientes no oncologicos para utilizar como
tejido control en los diferentes proyectos de estudio molecular de los tumores pediatricos del

sistema nervioso central.

La degradacion del RNAm en los tejidos postmortem es una de las mayores consideraciones
cuando se realizan estudios de expresion génica. Dicha degradacion comprende un proceso

complejo que se relaciona con factores peri y postmortem?®8:5°,

Los factores perimortem comprenden las caracteristicas agonales, condiciones como el
tiempo de coma, hipoxia, pirexia, convulsiones, deshidratacion, hipoglucemia, falla organica
multiple, etc., mientras que los factores postmortem incluyen el intervalo postmortem vy el

intervalo de congelacion (almacenamiento)®8.

De acuerdo con Tomita y colaboradores (2004), los factores agonales afectan de forma
adversa la integridad del RNAm e influyen en los perfiles de microarreglos de expresion en
mayor medida que otros factores bioldgicos, como el sexo, la edad y el diagndstico principal,

y que los factores postmortem®8,

Por su parte, el estudio de Zhu y colaboradores (2017) concluy6 que la degradacién de
RNAmM relacionada con el intervalo postmortem es especifica segun el tejido, especifica
segun el gen y dependiente del genotipo; descartando un patron global de degradacién de

ARNmM en genes individuales entre los diferentes tejidos®®.

De acuerdo con dicho estudio, el ARNm es relativamente estable en el SNC, mientras que es
inestable en el tracto digestivo. No obstante, hay que considerar que la degradacion del

ARNmM puede no ser un proceso lineal, inclusive, se debe de considerar que diferentes
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regiones de un mismo tejido pueden tener variacion en la degradacion del ARNm®®. La tabla
1 muestra el numero de genes asociados con el intervalo postmortem en 15 tejidos, entre ellos

el cerebelo.

Se postula que los cambios postmortem ocurren cuando la sangre deja de fluir y hay
estancamiento en los vasos de tamafio pequefio. Lo que sugiere que tejidos ricos en dicha
vasculatura son menos susceptibles a la degradacion del ARNm (como el cerebro y el

pulman) que tejidos con vasos medianos y grandes®®.

Por otro lado, la relativa estabilidad del ARN en el SNC coincide con los resultados de Ervin
y colaboradores (2007), quienes refieren que ni el intervalo postmortem, ni el pH del liquido
ventricular interfieren con la integridad postmortem del ARNm de la mayoria de las regiones
cerebrales. De forma que, es razonable y practico utilizar tejido de SNC con un intervalo
postmortem prolongado (hasta 30 horas) para investigaciones moleculares’.

FDR < 1% FDR = 5% FDR < 10%
Tissues up down | total |uwp down | total |up down | total
(1} Cerebellum (m= 100) 0 0 0 0 0 0 a 0 0
{2} Pituitary {m= 81} 0 o 1] o o 1]
(3} Subcutaneous Adipose (n=144) | 3 3 & 6 5 11 3 5 13
{4} Suprapubic Skin (n= 118} 10 14 14 19 26 45 29 iz &l
{5} Cerebral Cortex (n=83) 2 8 10 41 fd 105 124 138 262
{6) Lung (n=125) 40 78 118 .1 100 156 &8 113 181
(7} Tibial Artery (n=138) 449 ¥} 11& B 109 194 113 144 257
{8) Tibial Merve (n=122) l&5 70 135 18 110 338 252 129 381
{9} Lower |.1.':i_.[ skin (n=171) 198 159 357 351 285 636 485 356 851
{10) Thyroid (m= 118} 125 223 448 317 333 a5 378 390 Ted
{11) Heart (n=89) 199 200 390 421 405 Bla 582 575 1157
{12} Aorta Arteryin=B5) 430 4094 924 693 720 1413 [ 853 Ba4 1687
{13) Skeletal Muscle (n=208) 653 &0 1253 | 843 B11 las4 | 963 Q12 1885
{14} Whole Blood (n=183) 677 B42 1519 | 384 1106 1990 | 1021 1237 1158
(15} Esophageal Mucosa (n= 101} 1129 1020 1149 1529 | 1234 X783 1732 | 1355 3087

Tabla 1. Las columnas “up” y “down” identifican el nimero de correlacién de expresion al alza o a la baja, respectivamente,
de genes asociados con el intervalo postmortem (tomada de Zhu y cols., 2017).

En el cerebelo no se identificd degradacion de genes individuales asociados al intervalo postmortem. FDR= tasa de
descubrimiento falso.

En este trabajo, se utilizo tejido congelado de 6 autopsias (Al-A6) de pacientes no
oncologicos cuyos diagnosticos, causas de muerte e intervalos postmortem en horas se

muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas pre y postmortem de las autopsias control

Intervalo
Autopsia | Diagnostico de base Causa de muerte postmortem (h)
1 | Sindrome colestasico de inicio neonatal Choque séptico 04:00
Distrofia muscular de cinturas pélvica y Hemorragia pulmonar
2 | escapular con cardiomiopatia dilatada masiva bilateral 03:00
Cardiopatia congénita compleja con
discordancia atrioventricular y
3 | ventriculoarterial Choque mixto 06:15
4 | No se encontro el expediente 04:00
5 | Atresia intestinal tipo Il A Choque 06:00
Hemorragia pulmonar
6 | Sindrome de delecién 22q11.22 bilateral 02:00

G. Extraccion de RNA.

La extraccion en el tejido en parafina se inicid realizando 4 cortes de 10 micras de grosor de

cada bloque, los cuales se colocaron en un microtubo. Los pasos siguientes fueron:

1.
2.
3.

Se limpid la cuchilla del microtomo para remover ribonucleasas.

Se elimind el exceso de parafina alrededor del corte con una navaja de bisturi.

Los primeros dos cortes se eliminaron y el resto se colocaron inmediatamente en el
microtubo y se cerrd. Se procesaron las muestras inmediatamente debido a que
ribonucleasas presentes en el ambiente pueden degradar parte del RNA.

Se colocé una capa de parafina en el blogue recién cortado para que el tejido no

estuviera en contacto con el aire o se cubrié con papel parafilm.

El paso siguiente fue eliminar la parafina, para ello:

5.

Se agregd 1 ml de xilol y se incubd 2 veces en xilol por 3 min a 42 °C con agitacion.
Se centrifugd en cada ocasion por 1 min.

Se lavé con 1 ml de Et-OH absoluto 3 veces por 3 min a temperatura ambiente (TA)
con agitacion; se centrifugo en cada ocasion a maxima velocidad (14000 rpm).

Se dejo evaporar el OH durante 5 min a TA 0 hasta que el tejido estuviera

completamente seco.

31




Para la extraccién en el tejido congelado, se utilizé hielo seco, sobre el cual se coloco un

mortero en el que se trituro el tejido mientras se agregaba nitrogeno liquido. Una vez

pulverizado, se colocd el material en un microtubo.

A continuacion, en ambos casos, se digirieron los tejidos:

8. Se agregaron 350 pl de buffer de digestion por muestra y se incub6 a 42 °C hasta que

no se observo tejido. La tabla 3 indica las cantidades colocadas buffer de digestion

por muestra. La otra opcion fue preparar un volumen mayor, por ejemplo 50 ml, pero

solo agregar Tris, EDTA y SDS. En cualquier caso, se guardaron a temperatura

ambiente (TA) y de esta solucion se agregaron 335 microlitros mas 15 microlitros de

proteinasa K.

Tabla 3. Componentes y volimenes para buffer de digestién por muestra

Componentes Stock Con. Deseada Vol.

Tris_HCI pH 7.8 1M 20mM 7ul

EDTA 05M 10 mM 7ul

Prot. K 20 mg/mi 500 pg/ml 14 ul

SDS 10 % 1% 35 ul

H.O 287 ul

Vol. total 350 ul

9. Se incubd la solucion a 42 °C hasta que el corte se digiriera (el tiempo vari6 de

acuerdo con el tiempo de fijacion, edad del blogque y tipo de tejido). Después de las

primeras 24 horas, si todavia existia mas de 40% de tejido sin digerir, se agregaron 5

ul de proteinasa K (20 mg/ml) y en caso de ser necesario, se facilitd la disrupcion de

los tejidos mediante métodos fisicos como maceracion dentro del mismo tubo con un

pistilo. En promedio la incubacion fue de 48 horas.

Posteriormente, se realiz6 la extraccion de RNA:

10. Se agregaron 600 ul de Trizol (tiocianato de guanidina), se agitd la solucion y se

incubo por 5 min a TA.
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11.

12.
13.

14.

15.

Se agregaron 200 ul de cloroformo y se agitd vigorosamente por 20 segundos.
Después se incubd por 5 min a TA y se centrifugd a alta velocidad (14,000 rpm) por
5minaTA.

Se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se midio el volumen extraido.

Se agregaron 2 ul de glucogeno (5 pg/ul) dentro de la muestra y un volumen de
isopropanol, esto fue un volumen igual al que se recuperd en la fase acuosa. Se mezclo
por inversion lentamente y se incubd a -20 °C toda la noche.

Al dia siguiente, se centrifugé a velocidad maxima a 4 °C por 20 min. Se decantd el
sobrenadante y la pastilla de RNA formada en el fondo se lavé con 1 ml de Et-OH al
75 %y se centrifugd a velocidad méxima a 4 °C por 10 min, se elimind el Et-OH. Si
persistia el olor del fenol se hizo otro lavado igual.

Por ultimo, se dejo secar la pastilla en un ambiente libre de ribonucleasas y al final se
resuspendié el RNA total en 30 pl de agua libre de nucleasas- El volumen del agua

dependié del tamafio del botdn.

Enseguida se realizé el tratamiento con DNAsa:

16.

17.

La pastilla de RNA se resuspendi6 en 30 ul de agua libre de nucleasas y se coloco en
cada muestra 1 pl de buffer DNAsa 10X (Thermo Scientific) + 1 ul de DNasa (1U/pl)
(cat. EN0521, Thermo Scientific). Se incub6 la solucion por 30 min a 37 °C; al cabo
de ese tiempo, se agregd 1 ul de EDTA 0.5 M y se volvio a incubar 10 min a 65 °C
para inactivar a la DNasa.

La determinaciéon de la pureza y concentracion de la solucion se analizd por
espectrofotometria (nanodrop 2000). Durante la realizacion de los primeros ensayos
se utilizaron muestras con concentraciones de RNA entre 300-400 ng/ul. No obstante,
posteriormente, se considerd 500 ng/ul como la concentracion minima adecuada para

utilizar las muestras. La pureza de las muestras utilizadas vario entre 1.8 y 2.0.

Las graficas 1 a 3 muestran la concentracion de RNA de las muestras clasificadas, las

muestras sin resultados y las muestras control, respectivamente.
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Grafica 3. Concentracion de RNA de las muestras control
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H. Ensayo RT-PCR

RT-PCR punto final

Para evaluar la integridad del RNA se determind la amplificacion de dos controles enddgenos
GAPDH y HPRT mediante RT-PCR punto final. Para la sintesis de cDNA se utilizé 1 pg de
RNA total de cada tumor y el kit First Strand (cat K1612, Thermo Scientific). La tabla 4

muestra los volumenes utilizados para la sintesis de una muestra de cDNA.

Tabla 4. Componentes y volumenes para la sintesis de una muestra de cDNA.
Componentes Volumen
RNA 2 ul
Primer Random Hexameros 100 pM 1l
Agua libre de nucleasas 8 ul
Buffer 5X 4 ul
Inhibidor de RNAsa (200/ul) 1l
Mezcla dNTP 10 mM 2ul
Transcriptasa reversa (20 U*/ul) 2ul
Total 20 ul
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La PCR se realizd con el kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (cat M8291A, Promega), se
utilizaron dos genes endogenos GAPDH y HPRT de 105 y 124 pb, respectivamente. La

reaccion se realizé como se muestra en tabla 5.

Tabla 5. Componentes y volimenes para la PCR por muestra.
Componentes Volumen
Agua libre de DNAsas y RNAsas 13.875 ul
5X Green GoTaq Flexi Buffer Spul
Solucion Buffer MgCl, (25 mM) 2 ul
Mezcla de Nucléotidos PCR (10 mM) 0.5ul
Oligonucledtido sentido (10 mM) 0.75 ul
Oligonucledtido reverso (10 mM) 0.75 ul
GoTaq Flexi DNA polimerasa (5 u/ul) 0.125 pl
Total 25 ul

Se colocaron las reacciones en el termociclador. El protocolo de ciclado para la amplificacion

fue el recomendado por el fabricante (tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de termociclado para kit Go Taq Flexi DNA Polymerase
Paso Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacién 95 30 seg
Alineamiento 60 30seg 25-35
Extension 72 30 seg
Extension final 72 5 min
Enfriamiento 4 indefinido 1

Posterior a ello se separaron los productos de la PCR mediante electroforesis en el gel de
agarosa y se visualizaron en un transiluminador con luz UV. La figura 9 muestra amplicones
en el gel de agarosa mediante el cual se evalud la amplificacion de los genes enddgenos

GAPDH y HPRT en muestras representativas.
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Figura 9. Amplificacion de GAPDH (A) y HPRT (B) en trece de las muestras utilizadas. Gel de agarosa a 2%.

RT-qPCR
Una vez que se comprobd la amplificacion de los genes enddgenos se procedié a cuantificar
los genes ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM6 en los meduloblastomas.

Previo a la sintesis de cDNA se realiz6 un paso para eliminar DNA residual. Este paso
consistioé en mezclar 6pL de muestra (3000ng RNA total) + 1.5uL Buffer GE (Qiagen) e

incubar durante 10 minutos a 42 °C.

La sintesis de cDNA se realiz6 con el kit RT2 First strand. La reaccion se realizé6 como se
muestra en tabla 7. Las condiciones para la incubacion fueron 42 °C por 15 min,

inmediatamente después, se detuvo la reaccién mediante incubacion a 95 °C por 5 min.

Tabla 7. Componentes y volimenes para la reaccion de transcriptasa reversa
Componentes Volumen
Control P2 0.5ul
Agua libre de nucleasas 1.5l
5X Buffer BC3 1ul
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul

RNA + Buffer GE 7.5
Total 12.5pul
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Una vez que termind la sintesis de cDNA se realizd la gPCR con el kit RT2 SYBR® Green
gPCR Master mix (Qiagen) y los arreglos de 96 pozos Custom RT2 PCR Arrays (Qiagen).
A cada tubo de cDNA se le agregaron 90 pL de agua libre de nucleasas. Posteriormente se
realizd la reaccion como lo indica la tabla 8. Finalmente, en las placas de 96 pozos se

dispensaron 15uL por pozo

Tabla 8. Componentes y volimenes para la PCR
Componentes Volumen
2x RT? SYBR® Green Mastermix 375 ul
cDNA 102 wl
Agua libre de nucleasas 275 ul
Total 752 ul

Las condiciones de ciclado se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de termociclado para RT-gPCR.
Ciclos | Temperatura (°C) Duracion NUmero de ciclos
1 95 10 min La DNA Taqg polimerasa se activa al calentar.
40 95 15s
60 1 min Coleccion de datos de fluorescencia

La configuracion de la placa fue realizada por los investigadores, y se muestra en la tabla 10.

1 2 3 4 5 6
A WIF1 TNC GAD1 DKK2 EMX2 PDLIM3
B EYAl HHIP ATOH1 SFRP1 IMPG2 | GABRAS
C EYS NRL MAB21L2 | NPR3 ANO2 DISC1
D ARHGAP18 | KCNA1 | EOMES RBM24 UNC5D | KHDRBS?2
E OAS1 GRM8 PRDM6
F GAPDH HPRT1 | HGDC PPC RTC

Tabla 10. Configuracion de la placa con los genes incluidos para la gPCR. Basada en los 22 genes del panel
de Northcott y cols. (2012), los 5 genes blanco del estudio (amarillo) y los controles: HGDC control de DNA
genomico, PPC control positivo de la PCR, RTC control de RT y NTC control sin RT.

Se realizaron los ensayos PCR en las 60 placas y con base en los resultados se procedié a
clasificar los meduloblastomas segun la expresion de los 22 genes que han mostrado utilidad

para diferenciar entre los cuatro subgrupos de acuerdo con los estudios de Northcott y
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colaboradores (2012), Veiga Cruzeiro y colaboradores (2019), Leal y colaboradores (2018)
y Kaur y colaboradores (2019).

Para evaluar mediante RT-gPCR los 22 genes, tanto en las muestras de meduloblastoma
como en los cerebelos control, se utilizoé un termociclador Aria Mx (Agilent). Los valores de
Ct se registraron en una hoja de Excel® y se realizaron los calculos de cuantificacion relativa

con la formula 244t (Livak 2008) donde:

AACt = [(Ct gen interés — Ct gen endogeno) de la muestral - (Ct gen interés — Ct

gen endogeno) de la muestra control]

Expresion relativa= 244¢t

Los valores de Ct de cada tumor se normalizaron con los genes endégenos GAPDH y HPRT,
sin embargo, debido a que HPRT no amplific6 de forma adecuada, sélo se utilizaron los
valores de GAPDH. Finalmente, los valores de expresion se compararon con respecto a
muestras de cerebelo control (no tumoral). EI valor obtenido se consider6 como el nimero
de veces que la expresion aumenta o disminuye, mayor de 2 se considerd sobreexpresion y

valores menores de 0.5 como baja expresion.

Para realizar la clasificacidn, se considerd necesaria la expresion de al menos 75% de los

genes por muestra y que la amplificacion de los genes tuviera un Ct menor de 36 ciclos.

I. Clasificacion molecular con base en el panel de Northcott y cols. (2012)
La clasificacion molecular fue realizada como parte del trabajo de Barrera Velazquez y Eguia
Aguilar (2022). Para ello, se utiliz6 el programa MEV (Multi Experiment Viewer v4.9.0)
para el analisis de los datos y el agrupamiento jerarquico no supervisado con correlacion de
Pearson y enlace promedio. Posteriormente, se graficaron los valores en un mapa de calor y
con base en el agrupamiento de las muestras con expresion similar se identificaron los grupos

de moleculares’?.

¢ La base de datos puede solicitarse a los investigadores a través de los correos electronicos:
difropal@gmail.com y eguiapilar@yahoo.com.mx.
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Por otro lado, se utilizo el programa R studio cloud v1.4 para el analisis de componentes
principales (PCA) y la agrupacion de las muestras con expresiones similares mediante los
valores de correlacion entre la expresion general de los genes y la expresion de cada muestra.
En R los datos se escalaron y centraron con lo que la media y desviacion se convierte en 1y
0, respectivamente, con la finalidad de eliminar los valores extremos que pudieran desviar

los puntos y dar observaciones falsas al momento de realizar el PCA™,

Dicho célculo se utiliza para realizar la correlacion entre todos los genes y las muestras, es
decir, la similitud del gen “A” con el gen “B” y asi sucesivamente hasta obtener la relacion
entre todos los genes. Los genes con una correlacion cercana a 1 fueron los seleccionados

para clasificar los grupos’.

Con base en los valores de expresion (fold change o nimero de veces que la expresion de la
muestra es mayor o menor que los controles) y el agrupamiento jerarquico, se clasificaron 84
meduloblastomas de acuerdo con el panel de Northcott y colaboradores (2012) (tabla 11 y

gréfica 4).

Tabla 11. Clasificacion molecular de medulobastomas mediante PCR utilizando el panel
de genes de Northcott y cols. 2012

Grupo molecular WNT SHH G3 G4
NUmero de casos 8 27 18 31
9.52%
36.90%
32.14%
21.42%

= WNT =SHH =G3 =G4

Grafica 4. Meduloblastomas clasificados por PCR de acuerdo con
el panel de Northcott y cols., 2012.

Del resto de muestras: en nueve casos no se obtuvieron resultados, 12 casos se repitieron

debido a que no arrojaron resultados en la primera ocasion a pesar de que si hubo
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amplificacion del gen control GADPH, siete muestras se repitieron mas de una vez

empleando una alicuota nueva de RNA, y dos muestras se eliminaron.

De los cerebelos control, en 4 casos se pudo evaluar la expresion de los genes, pero en las

otras dos muestras varios genes no se amplificaron.

9. Analisis de los datos:
Para evaluar la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y PRDM®6 se utilizo el
mismo método descrito en el apartado de procedimientos para la evaluacién de los 22 genes
del panel de Northcott y cols. 2012.

Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucién de los datos. Después de
descartar normalidad, se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis para evaluar la expresion

promedio de los 5 genes entre los cuatro subgrupos moleculares (anexo 2).

Por altimo, para comparar la expresion de los genes entre los grupos G3 y G4 se uso la prueba
U de Mann-Whitney (anexo 3).

Para el analisis estadistico y para la presentacion grafica de los resultados se utilizod el
programa PRISM GraphPad.

10. Consideraciones éticas:

Este proyecto forma parte del proyecto central “Clasificacion molecular de los
meduloblastomas pediatricos”, el cual cuenta con la aprobacion de los comités de

Investigacion, Etica en Investigacion y Bioseguridad del HIMFG (anexo 4).

De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud?, se clasifica como investigacion sin riesgo debido a que no implica intervenciones

directas en individuos’2.

d Titulo segundo, Cap. | (De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos): Art. 17. Titulo
segundo, Cap. VI (De la Investigacion en Organos, Tejidos y sus Derivados, Productos y Cadaveres de Seres
Humanos): Art. 59 y Art. 60.
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Adicionalmente, como parte de las consideraciones bioéticas se salvaguardo la
confidencialidad de los datos personales extraidos de los reportes histopatoldgicos y tanto el
protocolo de investigacion como los resultados del estudio estara abiertos al acceso publico.

Debido a la naturaleza del estudio, no se realiz6 la obtencién de un nuevo consentimiento
informado para la utilizacién de las muestras, Unicamente se solicito la aprobacién por el
Comité de Etica en Investigacion (DG/1000/293/2019).

11. Resultados

Las graficas 5 a 8 exponen el numero de muestras por grupo molecular que expresaron los

cinco genes evaluados.

Gréafica 5. Numero de casos en los que se observé expresion de los genes en el grupo WNT (n=8)
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Gréfica 6. Numero de casos en los que se observo expresion de los genes en el grupo SHH (n=27)
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Gréfica 7. Numero de casos en los que se observd expresion de los genes en el grupo 3 (n=18)
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Gréfica 8. NUmero de casos en los que se observé expresion de los genes en el grupo 4 (n=31)
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PRDMBG fue el unico gen que se expresé en las 84 muestras. Cabe resaltar que el tamafio del
producto amplificado de los genes evaluados fue de 120, 83, 129, 182 y 85 pares de bases
para ANO2, DISC1, ARHGAP18, GRM8 y PRDM6, respectivamente.

Considerando que el tamario ideal para la amplificacion de genes en material fijado en formol
y embebido en parafina es entre 80 y 150 pares de bases, con excepcion de GRM8, los cuatro
genes restantes cubrian dicha caracteristica. Sin embargo, ademas del tamafio del gen, que es
constante, hay variables, como la antigiiedad del blogue, la conservacion del material, el
tiempo de fijacion y el tamafio de la muestra, que se deben de considerar para asegurar la
amplificacion adecuada de los genes. En este caso, se utilizaron bloques de hasta 22 afios de

antigtiedad y la conservacion del material no fue éptima.
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Las siguientes figuras exhiben la expresion de cada gen (logaritmo 2) segun el grupo
molecular. En A se muestra el porcentaje de muestras de acuerdo con la expresion de cada
gen (1 sobrexpresion, § subexpresion y = expresion normal). En B se grafica la expresion de
cada muestra por grupo molecular. La linea punteada superior representa el limite para referir
sobreexpresion (valor de expresion de 2 que en log2 corresponde 1) y la linea punteada
inferior subexpresion (valor de expresion de 0.5 que en log2 corresponde a -1). Por lo tanto,

todas las muestras entre 1 y -1 son muestras sin cambio en la expresion de los genes.

Fig. 10 B. ANO2
Fig. 10 A. ANO2 107
Grupo molecular | % muestras expresion 54 .o-.
—_ . ®

/LT Jl % 0-:!’!‘::‘::?.!::;::
WNT 84 |o 16 g | s S
SHH 24 62 14 -5 ]
G3 69 6 25
G4 o4 [0 6 T s @5 da

Group

Figura 10. En A se observa aumento de la expresion de ANO2 en los grupos WNT, G3 'y G4,
asi como subexpresion en SHH. En B se grafica la expresion de cada muestra de acuerdo con
el grupo molecular. La expresion de ANO2 solo apoya la diferenciacion de SHH con los

grupos WNT, G3y G4, p 0.0054, p <0.0001 y p <0.0001, respectivamente.

Fig. 10 B. DISC1

Figura 11 A. DISC1
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Figura 11. En A se observa aumento de la expresion de DISC1 en todas las muestras WNT,
asi como aumento de expresion en G3 y G4. En B se grafica la expresion de cada muestra de
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acuerdo con el grupo molecular. La expresion de DISC1 apoya la diferenciacion de WNT
con SHH (p 0.0079) y G4 (p 0.0034), asi como, la distincion entre G4 y SHH (p0.0033) y
G3 (p 0.0093), pero no fue significativo para distinguir entre WNT y GA4.

Figura 12 B. ARHGAP18

Figura 12 A. ARHGAP18 10
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Figura 12. En A se observa aumento de la expresion de ARHGAP18 en G3 y G4 y
subexpresién en WNT. En B se grafica la expresion de cada muestra de acuerdo con el grupo
molecular. La expresion de ARHGAP18 solo fue estadisticamente significativa para
diferenciar SHH de G3 (p 0.0122).

Figura 13 B. GRM8
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Figura 13. En A se observa aumento de la expresion de GRM8 en WNT, G3 y G4. En B se
grafica la expresion de cada muestra de acuerdo con el grupo molecular. La expresién de
GRMB8 fue estadisticamente significativa para diferenciar G4 de SHH (p 0.0011) y G3
(0.0303).
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Figura 14 A. PRDM6
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Figura 14. En A se observa aumento de la expresién de PRDM®6 en todos los subgrupos. En

B se grafica la expresion de cada muestra de acuerdo con el grupo molecular. La expresion

de PRDMB6 fue estadisticamente significativa para diferenciar G4 de SHH (p <0.0001) y G3

(0.0003).

La tabla 12 muestra el promedio y la desviacion estdndar y la tabla 13 muestra la mediana y
los valores minimos y méximos de la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GMR8 y

PRDMBG entre los cuatro grupos moleculares en comparacion con los controles GAPDH.

Tabla 12. Promedio 2-AACT GAPDH FOLD CHANGE

WNT SHH G3 G4

Promedio | DE Promedio | DE Promedio | DE Promedio | DE
ANO2 4.00 251 1.34 2.64 11.54 17.43 7.85 4.58
DISC1 17.36 11.97 6.74 9.10 6.01 6.79 19.98 23.24
ARHGAP18 | 2.52 3.38 4.18 5.95 21.68 39.37 4.40 3.36
GRM8 152.92 421.81 30.77 77.20 27.65 61.15 1998.34 393441
PRDM6 16.21 16.83 9.62 14.68 16.89 38.84 27.22 19.89

DE (desviacion estandar)
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Tabla 13. Mediana 2*-AACT GAPDH FOLD CHANGE

WNT SHH G3 G4
Med. | Min. | Méax. Med. | Min. Méx. Med. | Min. | Méax. Med. | Min. | Max.
ANO2 3.01 | 1.79 | 8.39 0.20 | 0.01 11.08 | 521 | 035 (5198 |691 | 0.70 | 16.44
DISC1 14.69 | 6.04 | 28.54 2.13 | 0.09 32.78 3.9 0.28 1 21.33 | 995 |0.21 | 87.14
ARHGAP18 | 1.42 | 0.06 | 9.31 1.24 0.04 19.02 | 3.78 0.15 | 13343 | 3.61 0.52 | 9.38
GRM8 3.81 0.38 | 1196.82 | 1.26 0.01 350.92 | 4.18 0.22 | 205.78 | 27.56 | 0.70 | 9248.47
PRDM6 11.93 | 0.96 | 21.33 3.12 | 0.0001 | 57.88 | 5.67 | 0.01 | 167.15 | 18.57 | 5.15 | 80.72

Mediana (Med.), Minimo (Min), Maximo (Max.)

La figura 15 expone el mapa de calor de la expresion de ANO2, DISC1, ARHGAP18, GRM8

y PRDM6 en los meduloblastomas segun el grupo molecular.

WNT SHH

—_
-
_

\

ANO2
DISC1
ARHGAP18
GRM8

PRDM6

ANO2
DISC1
ARHGAP18
GRM8
PRDM6

0 2.36 4.25

Figura 15. Mapa de calor de la expresion de los genes evaluados segln el grupo molecular.
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La prueba de Kruskal-Wallis evidencié que la expresion de ANO2 (p <0.0001), DISC1 (p
<0.0016), ARHGAP18 (p <0.0319), GMR8 (p <0.0060) y PRDM6 (p <0.0001) variaba de

forma significativa entre los cuatro grupos moleculares (anexo 3).

Mientras que con la prueba de U de Mann-Whitney, DISC1, GRM8 y PRDM6 mostraron

diferencias estadisticas entre G3 y G4 (p<0.05) (figura 16 y anexo 4).
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Figura 16. Diferencias de expresion de los cinco genes estudiados (log 2) entre G3 y G4.
12. Discusion

El abordaje clinico efectivo de los meduloblastomas no puede realizarse sin el conocimiento

de su biologia molecular. Las causas genéticas que dan origen a los meduloblastomas han
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sido reconocidas en los grupos WNT y SHH, pero ain hay casos heterogéneos que plantean
retos. A pesar de las multiples propuestas sobre como dividir al grupo no WNT/no SHH (en
8 0 més subtipos, en un espectro, en dos polos radicales o en tres grupos) si se reconoce que
la distincion, al momento pragmatica, G3 y G4 es la opcion preferible para desarrollar

estudios que pudieran establecer el diagnéstico, tratamiento y pronostico de los pacientes.

Con base en los resultados obtenidos, la sobreexpresion de PRDM6 en el grupo 4 frente al
grupo 3 concuerda con los resultados de Roussel & Stripay 2018, Menyhart et al. 2019 y
Kumar et al. 2020.

Northcott y colaboradores (2017), asociaron aumento en la expresion de PRDM6 en el grupo
4 al enhancer hijacking (secuestro de potenciadores). Asimismo, refieren su cercania con el
gen SNCAIP, regulado por dos enhancers o superenhancers, el cual estd tipicamente
asociado con duplicaciones tandem en G4. En dicho contexto, las variantes estructurales de
SNCAIP ocasionan que el enhancer esté en contacto con PRDM6, causando sobreexpresion.
En el estudio de Northcott y cols. (2017) refirieron la sobreexpresion de PRDM®6 en G4 con
un fold change superior a 20. En este trabajo, el fold change promedio del grupo 4 fue de
27.22, frente a los promedios de 16.21, 9.62 y 16.89 para WNT, SHH y G3 respectivamente.

Por su parte, Hendrikse y cols. (2022) refieren que alteraciones en el complejo CBFA, a
través de CBFA2T2, CBFA2T3, PRDM6 o RUNX1T1, se asocian al desarrollo de
meduloblastomas G4, y especificamente en los grupos G4 a 'y G4 B, pero no en G4 vy. El rol
de dicho complejo en el desarrollo cerebelar no esta dilucidado, pero sus mutaciones resultan
en fallas en la diferenciacion de las células progenitoras de G4 en el labio rombico

subventricular®’.

En cuanto a la sobreexpresion de GRM8 en el grupo 4 frente al grupo 3, dicho resultado
concuerda con el estudio de Kunder y cols. 2013 y el reporte de expresion de RNAm de Kaur
y cols. 2016. En el estudio de Kaur y colaboradores (2016), ademas intentaron evaluar la
expresion de la proteina GRM8 mediante inmunohistoquimica, pero la clasificacion fue
insatisfactoria, aunque tal resultado pudo deberse a cambios postraduccionales en los niveles

de la proteina.
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Por ultimo, Qin y cols. 2021 lo consideraron posible marcador del grupo 3, sin embargo, no

hicieron comparaciones de su expresion frente al grupo 4.

En este proyecto GRM8 se sobreexpreso en 76.47% de G3 vs 84% de G4, por lo que podria
considerarse erréneo utilizarlo como marcador Unico para diferenciar entre ambos grupos,

seria adecuado utilizarlo en conjunto con el resto de los genes evaluados.

GRMS8 ha sido identificado como oncogen o como supresor tumoral, sin embargo, en este
proyecto no se puede determinar su funcion principal porque no se analizaron otros

pardmetros clinicos, por lo cual es necesario realizar mayores estudios.

Referente a la expresion de DISC1, este es el primer trabajo que lo utiliza para la clasificacion
molecular de los meduloblastomas y su sobrexpresion en el grupo 4 apoya la distincion con
el grupo 3y el grupo SHH.

DISC1 actua como regulador mitocondrial en axones y dendritas, y sus alteraciones se
asocian a desarrollo anormal neuronal™. La sobreexpresion de DISC1, con las subsecuentes
alteraciones en la dindmica mitocondrial, se ha referido como factor para la progresion de

glioblastomas, pero alin no se ha corroborado su papel en la tumorigénesis’.

En estudios con pacientes con esquizofrenia, se ha postulado que DISC1 podria tener un

efecto dual: regulador del neurodesarrollo y oncogen en el desarrollo glioblastomas’®.

Por otro lado, Wu Xy cols. (2020) estudiaron el RNA largo no codificante asociado al gen'y
refieren que la expresion diferencial de DISC1 se correlaciona con el pronéstico de los
pacientes con adenocarcinoma pulmonar’®, mientras que Wang S y cols. (2017) refieren en
pacientes con carcinoma pulmonar de células no pequefias la sobreexpresion de DISC1 se
asocia a fenotipos invasivos y peor pronostico’’. En dicho estudio también se refiere que
DISC1 podria actuar como oncogén en el carcinoma pulmonar mediante la via WNT

mediante la inhibicion de GSK3p y activacion de B-catenina’’.

Ademas de neoplasias pulmonares, alteraciones en la expresion de DISC1 se asociaron a

progresion en el condrosarcoma’®.
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Debido a su relacion con la via WNT, los meduloblastomas de dicho grupo también
presentaron sobreexpresion de DISC1, lo cual no apoyd la distincion entre el grupo WNT y
G4 (p 0.5963).

Hasta ahora no esta dilucidado el método efectivo para distinguir entre los grupos 3y 4 en la
préactica anatomopatoldgica cotidiana. En este trabajo, la sobreexpresion de DISC1, GRM8y
PRDMB6 en el grupo 4 pudiera correlacionarse con su papel en la diferenciacion neuronal,

pero es necesario continuar con estudios subsecuentes.

Respecto a la diferencia de expresion de ANO2, esta puede apoyar para la distincion entre los
cuatro grupos de meduloblastomas, pero, a diferencia del trabajo in Silico de Castillo
Rodriguez y colaboradores (2018), en este estudio no fue posible distinguir entre los grupos

G3 y G4 mediante su expresion.

Por ultimo, la expresion de ARHGAP18 no fue estadisticamente significativa para diferenciar
G3 de G4.

Alteraciones en la expresion de dicho gen en tumores como el carcinoma de mama lo
identifican como un gen potenciador de metastasis debido a su efecto en la transicion
epitelial-mesenquimal, asimismo, su sobreexpresion se ha asociado con menor supervivencia
(global y libre de recurrencias); por lo que la sobreexpresién de ARHGAP18 en G3 podria
asociarse con la alta frecuencia de metéstasis en dicho grupo (40%) y la baja supervivencia
(20-50%). No obstante, es necesario realizar estudios tomando en cuenta las caracteristicas

clinicas y de supervivencia de los pacientes.
13. Conclusiones

La expresion diferencial de cada uno de los genes evaluados, ANO2, DISC1, ARHGAP18,
GMR8 y PRDMS6, es estadisticamente significativa para distinguir entre los cuatro grupos

principales de meduloblastomas.

Se sustenta la posibilidad de distinguir entre los grupos 3 y 4 con base en la expresion de
DISC1, PRDM6 y GRMS.
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Es necesario validar la expresion de las proteinas codificadas por los genes evaluados
mediante inmunohistoquimica para poder aplicar la clasificacion molecular en el diagnéstico

rutinario en paises con recursos econémicos limitados.

14. Alcances del estudio:

Utilizar ensayos PCR para clasificar eficientemente los meduloblastomas es el primer paso
para posteriormente identificar la expresion de las proteinas mediante inmunohistoquimica
con la intencidn de promover su aplicacion rutinaria para el diagndstico molecular en paises

con recursos econdmicos limitados.

Determinar la expresion de DISC1, GMR8 y PRDM6 es til para distinguir entre los grupos
3y 4y da pauta a desarrollar trabajos con un panel de genes mas efectivo para distinguir los
tumores del grupo no WNT/SHH.

Estudiar las funciones de DISC1 en el neurodesarrollo podria apoyar al mejor conocimiento

de las células de origen de los meduloblastomas.

Estudios complementarios podrian enfocarse en la utilidad de ANO2, DISC1, ARHGAP18,
GMR8 y PRDM6 para la subtipificacion de los meduloblastomas.

15. Limitaciones del estudio:

Los estudios de PCR pueden verse limitados de acuerdo con la conservacion del tejido y la
degradacion del RNA.

Trabajar con bloques de parafina puede ser un reto de acuerdo con el tiempo de
almacenamiento del tejido (especialmente en muestras mayores a 8 afios), el procesamiento

inicial, la cantidad de tejido y la calidad del almacenamiento.

Los cerebelos control fueron obtenidos de tejido cadavérico por lo que los cambios de
expresion génica posterior a un periodo de hipoxia y autolisis podrian modificar los hallazgos
comparado con tejidos in vivo. Aunque diferentes estudios refieren que la integridad del
ARNmM en SNC no se compromete por el intervalo postmortem, las caracteristicas de agonia

si se han asociado a disminucién en la expresién génica.
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Debido al recurso econémico limitado, en esta fase del proyecto se inici6 la comprobacion
de la expresion de los genes evaluados mediante metilacion sitio-especifica, pero se concluira

en una fase subsecuente.

Trabajar Unicamente con lesiones en pacientes pediatricos puede limitar el entendimiento del

espectro molecular de los meduloblastomas.

Para un mayor entendimiento del comportamiento biologico de los meduloblastomas es

necesario incorporar las variables clinicas.
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AnNexos

Anexo 1. Panel de genes validado por Northcott y colaboradores 201292°,

Genesymbol Accession  Gene description Cywoband Subgroup-specilic lold-change
WHNT
WIFI NM 007191 WNT inhibitory factor 1 12g14.3 1364
T™C NM 002180 tenascinC 9q33 85,9
ADd M Q00ELY glutamate decarbaxylase 1 (orain, 67 kDa) 2g3L 63.2
Dik2 NM 014421 dickkepfhomalog 2 (Nermpus iwevis) 4935 559
EMXZ MM 004098 empty spiracles homegbox 2 10g26.1 427
SHH
POLIME MM 014476 PDE and LIM domain 3 4935 32,
E¥al MM 172053 eyesabsent homolog 1 [Drmaphilo) 8g13.3 208
HHIP NM 02 hedgehog interacting protein 2928-q3L 139
ATOMI NM 005172 atonal homolog 1 (Drasaphilc) 4922 15,4
IFEPL MM 003012 secveted frizzled-related protein 1 pli-plll 155
Group C
IMPG2 NM 016247 interphotoreceptor matrix protesghean 2 3gl22-ql23 151
GARRAS MM Q0010 zamma-amincbutyric acid [GABA) A recepton alpha 5 15g11.2-gl2 125
EGFLIL MM 198283 eyesshut homolog [Drosophila]) 6g1Z 134
NEL MM 006177 neural retina leucine zipper 12giLl1-gll2 115
MAR2IL2 NM 006433 mab-21-like 2 [ eleguns) L 10.9
NPR3 KM 000308 natriuretic pepdde receptor C/guanylate oplase C (atrionatrinretic peptide recepor C) Spl4-pls a2
Group D
KENAT WM 000217 potassium volaze-gated chammel, shaker-related subfamily member 1 (episodic ataxia with 12p13.32 154
myokymia)
EOMES NM 005 enmescdermin JpZli-pil2 13
KHDERSZ NM 1526 KH domain containing, RMA binding, signal transdurtion associated 2 6qiid 10.3
REM24 NM FNA binding motf protein 24 6p223 10.7
UNCSD NM une-5 homalog D (£ efegans) 8plz 10.7
AT MM 01681s 2¢5%-oligoadenylate puthetase 1, 40/46 k0a 12g24.1 105

dE| grupo C corresponde al grupo 3y el grupo D al grupo 4.
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Anexo 2. Pruebas de Shapiro-Wilk y de Kruskal-Wallis por gen evaluado.

SHH
21

G3
16

0.5544 0.6338
<0.0001 <0.0001

ANO 2
WNT

Number of values 6

Shapiro-Wilk test
w 0.8518
P value 0.1627
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes
P value summary ns

Kruskal-Wallis test
P value <0.0001
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary ok
Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes
Number of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 27.08
Data summary
Number of treatments (columns) 4
Number of values (total) 61
ARHGAP18
WNT SHH

Number of values 6 23

Shapiro-Wilk test
w 0.6740 0.7084
P value 0.0032 <0.0001
Passed normality test (alpha=0.05)? No No
P value summary *x ok

Kruskal-Wallis test

P value 0.0319
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary *
Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes
Number of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 8.814
Data summary
Number of treatments (columns) 4
Number of values (total) 70

No No

*kkk *kkk

G3
19

0.6293
<0.0001
No

*kkk

G4
18

0.9317
0.2082
Yes

ns

G4
22

0.8912
0.0199
No
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DIsC 1

WNT SHH G3
Number of values 8 26 18
Shapiro-Wilk test
w 0.8905 0.74500.7704
P value 0.2367 <0.00010.0006
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes No No
P value summary ns Fokkk rkx
Kruskal-Wallis test
P value 0.0016
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary *x
Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes
Number of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 15.24
Data summary
Number of treatments (columns) 4
Number of values (total) 79
GRM 8

WNT SHH

Number of values 8 23
Shapiro-Wilk test
w 0.4247 0.4604
P value <0.0001  <0.0001
Passed normality test (alpha=0.05)? No No
P value summary Fokckk ok
Kruskal-Wallis test

P value 0.0060
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary *x
Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes
Number of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 12.45
Data summary
Number of treatments (columns) 4
Number of values (total) 73

G4

27

0.7669
<0.0001
No

*kkk

G3
17

0.4851
<0.0001
No

*kkk

G4
25

0.5882
<0.0001
No

*kkk

65



PRDM 6

WNT SHH
Number of values 8 27
Shapiro-Wilk test
w 0.7942 0.6732
P value 0.0248 <0.0001
Passed normality test (alpha=0.05)? No No
P value summary * kkk
Kruskal-Wallis test

P value <0.0001

Exact or approximate P value? Approximate

P value summary Fkkx

Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes

Number of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 24.23

Data summary

Number of treatments (columns) 4

Number of values (total) 84

G3
18

0.4494
<0.0001
No

*kkk

G4
31

0.8817
0.0026
No

*%
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Anexo 3. Pruebas de U de Mann-Whitney por gen evaluado, comparando parejas entre los 4

grupos.

WNT vs SHH
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHH vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs SHH
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHH vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

ANO 2
WNT vs G3
0.0054 P value
Exact Exact or approximate P value?
Yes Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed One- or two-tailed P value?
SHH vs G3
0.0542 P value
Exact Exact or approximate P value?
No Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed One- or two-tailed P value?
G3vs G4
<0.0001 P value
Exact Exact or approximate P value?
Yes Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed One- or two-tailed P value?
DISC 1
WNT vs G3
0.0079 P value
Exact Exact or approximate P value?
Yes Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed One- or two-tailed P value?
SHH vs G3
0.5963 P value
Exact Exact or approximate P value?
No Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed One- or two-tailed P value?
G3vs G4
0.0033 P value
Exact Exact or approximate P value?
Yes Significantly different (P < 0.05)?
Two-tailed

One- or two-tailed P value?

0.7045
Exact

No
Two-tailed

<0.0001
Exact

Yes
Two-tailed

0.3979
Exact

No
Two-tailed

0.0034
Exact

Yes
Two-tailed

0.6663
Exact

No
Two-tailed

0.0093
Exact

Yes
Two-tailed
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WNT vs SHH
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHH vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs SHH
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHH vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

ARHGAP18

WNT vs G3
>0.9999 P value 0.1212
Exact Exact or approximate P value? Exact
No Significantly different (P < 0.05)? No
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
SHH vs G3
0.1015 P value 0.0122
Exact Exact or approximate P value? Exact
No Significantly different (P < 0.05)? Yes
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
G3vs G4
0.0544 P value 0.2697
Exact Exact or approximate P value? Exact
No Significantly different (P < 0.05)? No
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
GRM 8
WNT vs G3
0.2748 P value 0.8419
Exact Exact or approximate P value? Exact
No Significantly different (P < 0.05)? No
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
SHH vs G3
0.0891 P value 0.1409
Exact Exact or approximate P value? Exact
No Significantly different (P < 0.05)? No
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
G3vs G4
0.0011 P value 0.0303
Exact Exact or approximate P value? Exact
Yes Significantly different (P < 0.05)? Yes
Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed

68



WNT vs SHH
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

WNT vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHH vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

PRDM 6

0.0864
Exact

No
Two-tailed

0.1087
Exact

No
Two-tailed

<0.0001
Exact

Yes
Two-tailed

WNT vs G3
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

SHHvs G3
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

G3vs G4
P value
Exact or approximate P value?
Significantly different (P < 0.05)?
One- or two-tailed P value?

0.1961
Exact

No
Two-tailed

0.7526
Exact

No
Two-tailed

0.0003
Exact

Yes
Two-tailed
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Anexo 4. Aprobacion de los comités de Investigacion, Etica en Investigacion y Bioseguridad
del HIMFG.

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Instituto Nacional de Salud
Direccitn Ceneral

Ciudad de México, a 23 de abril de 2019 DGA000/ 293 /2019

Dira. Pller Egufa Aguilar
Departamento de Patologia Clinica y Experimental
Presente

Informa a usted, que los Comités de Investigacion, Etica en [nvestigacion y Bioseguridad, después de
haber revisado su proyecto HIM-2018-052 FF “CLASIFICACION MOLECULAR DE MEDULOBLASTOMAS
PEDIATRICOS", han emitido el dictamen de;

APROBADC

En los términos v condiciones sefialades por dichas Comités, Por lo anterior, se autoriza su desarrallo,

Atentaments

Con copia
Lic. Martha Reynoso Robkles. Jefa del Departamento Administrative de Controly Gestign ala
Investigacian.

INZAGEMSGHvzEn
Dir. Mérmuer 162, Col. Doctoras, Alcaldia Cuauhtémaec, TP, 06720, Cludad de Méxics;
conmutador (55) 5228-9977, ext 4322 v 4315wl himfgedurms
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