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Abreviaturas

ABREVIATURA SIGNIFICADO

CTNNB Catenin-p (B-Catenina)

FISH Fluorescence in situ hybridization
GAB1 Proteina 1 de union Asociada a GRB2
IHQ Inmunohistoquimica

OoMS Organizacion Mundial de la Salud
PNET Primitive neuroectodermal tumor
PTCH Patched

SHH Sonic Hedgehog

SMO Smoothered

SNC Sistema Nervioso Central

TMA Microarreglo de Tejidos

TP53 Tumor de Proteina 53

WNT Wingless-related integration site
YAP1 Yes-associated Protein-1



Resumen

Las neoplasias del Sistema Nervioso Central son la tercera causa de cancer
infantil, siendo el meduloblastoma (MB) el mas comudn, con aproximadamente el
20% de prevalencia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo clasifica dentro
del grupo de los tumores embrionarios, grado IV y tradicionalmente el diagndstico
ha sido establecido por evaluacién histopatoldgica. Sin embargo, en el 2016, se
realizé una actualizacién, en donde se requiere la combinacion de las variantes
histolégicas y genéticas definidas como un estandar en su identificacion vy

clasificacion.

Esta reclasificacion esta basada en el reconocimiento de 4 subgrupos
moleculares de MB genéticamente definidos: WNT (Wingless-related integration
site), SHH (Sonic Hedgehog), grupo 3 y grupo 4. Donde el subgrupo mas raro es
WNT, este tiene un pronostico favorable y raramente presenta metastasis, se
identifica por una reaccion de inmunohistoquimica (IHQ) de B-catenina nucleo
positiva y la presencia de una monosomia en el cromosoma 6. Los tumores SHH
representan el 30% de los MB, se determinan por IHQ la expresion de YAP1 y
GABL1, y a su vez los tumores SHH se pueden distinguir entre si, por la presencia o
ausencia de P53. Los Grupo 3y Grupo 4 (no-WNT/no-SHH) representan la mayoria
de los MB y estan relacionados, son molecular y clinicamente heterogéneos con

desenlaces diversas, siendo los menos comprendidos.

Esta clasificacion es empleada en paises desarrollados, sin embargo, en
México se continta usando la clasificacidon por histologia debido a los altos costos
de las técnicas e infraestructura necesarias. Por lo que el objetivo del presente
trabajo es clasificar en los diferentes grupos moleculares a una corte de pacientes
pediatricos con meduloblastoma por la determinacion de proteinas por tinciones de
inmunohistoquimica, y evaluar la correlacion con los datos demograficos. Sentando
las bases para realizar el diagnostico establecido por la OMS y por consiguiente
apoyard el prondstico y tratamiento mas adecuado de los pacientes pediatricos con

meduloblastoma en nuestro pais.



Marco Teérico

Céancer

El cancer es un conjunto de diversas enfermedades las cuales se
caracterizan por sufrir un crecimiento descontrolado de células con el potencial de
convertirse en malignas a través de la adquisicion de caracteristicas aberrantes
(potencial replicativo sin limite, autosuficiencia en sefiales de crecimiento, evasion
de apoptosis, angiogénesis sustentable, evasion del sistema inmune) durante su

desarrollo como resultado de factores ambientales o genéticos (1).

Puede aparecer en cualquier tejido del cuerpo, ademas de que la adquisicion
de caracteristicas malignas puede llevar al tumor a invadir tejidos circundantes o
distantes, o que se conoce como metastasis. Un porcentaje importante de
neoplasias pueden tratarse mediante cirugia, radioterapia 0 quimioterapia,

especialmente si se detectan en una fase temprana (1,2).

Epidemiologia del cancer

En 2020 el Globocan (Global Cancer Observatory) reportdé a nivel mundial
una prevalencia de 50,550,287 casos de cancer, una incidencia de 19,292,789
nuevos casos, asi como 9,958,133 defunciones por cancer (3). Especificamente en
México, se reportd una prevalencia de 530,602 casos, una incidencia de 195,499

nuevos casos, asi como 90,222 defunciones (4).

En México el cancer infantil representa la principal causa de muerte por
enfermedad entre los 5 y 14 afios edad, cobrando mas de 2,000 vidas anuales.

De acuerdo con los registros del Centro Nacional para la Salud de la Infancia
y la Adolescencia (CeNSIA), la supervivencia global estimada a 5 afios de todos los
tipos de cancer en menores de edad es del 56% (5). El cancer en el Sistema
Nervioso Central (SNC) representa el 1.6% de los nuevos casos de cancer a nivel

mundial, mientras que en México es del 1.6% (3,4).



Uno de los tipos de tumores que afecta al SNC son los meduloblastomas (MB), que
representan el 63% de tumores embrionarios intracraneales y tiene una incidencia
anual de 5 casos por cada millon de individuos. Las cuspides de incidencia se
presentan en los grupos por edad de 1-4 afios y de 5-9 afios, con una edad media
de diagnéstico de 6 afios, raramente el meduloblastoma es diagnosticado en
adultos. En general, el MB es mas comun en hombres que en mujeres, con una
proporcién de 1.8:1 (hombres: mujeres), aunque la predominancia de sexo varia
entre los subgrupos de meduloblastoma. Aproximadamente en 18% de pacientes
desarrollan neoplasias subsecuentes durante los 30 afios posteriores al diagnéstico,
lo cual puede parcialmente ser explicado por predisposicion hereditaria. No se han
reportado alguna diferencia sustancial en la incidencia del meduloblastoma a través

de las regiones étnicas o geogréaficas (6).

Meduloblastoma

El meduloblastoma o PNET (tumor neuroectodérmico primitivo cerebeloso)
es el tumor cerebelar maligno mas comdn en nifios, en nuestro pais representa
aproximadamente el 20% de tumores cerebrales pediatricos (7-9). Siendo
diagnosticado principalmente entre los 6-8 afios de edad y antes de los 19 afios,
tiene una predominancia por los varones con una proporcion 1.8:1 (6,9,10). Mientras
gue en adultos entre la tercera y cuarta décadas de la vida se presenta con mucha
menor frecuencia, constituyendo el 1% de las neoplasias del sistema nervioso
central (11).

Se define como un tumor embrionario neuroepitelial que se localiza
preferentemente en la fosa posterior, de color gris a purpura, consiste en un cumulo
de células indiferenciadas densamente compactadas con pleomorfismo nuclear
ligero a moderado y un alto indice mitético (10,11). Actualmente se acepta que este
tumor se origina de los precursores de las células granulares del cerebelo, de la
zona ventricular y de los precursores neuronales de la porcion dorsal del puente
(11).



Clasificacién

Los meduloblastomas histéricamente fueron subdivididos por grupo de riesgo
estandar y alto, basado en el porcentaje de tumor residual postoperatorio, presencia
de metastasis y la edad del paciente (12).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo clasifica dentro del grupo de
los tumores embrionarios del Sistema Nervioso Central grado IV (11). Los tumores
grado IV se caracterizan por su rapido crecimiento con alta tasa mitética, pudiendo

presentar vasos de neoformacion y areas de necrosis.

Tradicionalmente, el diagndstico ha sido establecido por evaluacion
histopatoldgica, reconociendo la OMS cinco variantes histologicas de acuerdo con
su morfologia: 1.- Clasico, 2.-Desmoplasico/Nodular (DN), 3.- Meduloblastoma con
Nodularidad Extensa (MBNE), 4.- Células Grandes (CG) y 5.- Anaplasico (A) “estos

dos ultimos se combinaron después en una categoria histopatologica como CG/A”.

Sin embargo, estas variantes histolégicas reflejan parcialmente una
heterogeneidad subyacente molecular, y no es posible por morfologia establecer a
gue grupo geneético corresponden, la actualizacion mas reciente de la clasificacion
de tumores del SNC de la OMS dicta que para hacer el diagnostico de los MB se
incluyan las siguientes determinaciones; diagndstico  histolégico de
meduloblastomas, ademas de una clasificacibn por técnicas de
inmunohistoquimica, biologia molecular y definido genéticamente. La combinacion
de estudios se denomina diagnadstico integral y se recomienda como estandar para

el diagndstico debiendo de realizar el mayor nimero de técnicas posibles (6,10).



Clasificacion Histopatologica

Cinco subtipos histologicos han sido individualizados, y todos ellos estan
categorizados como neoplasias de grado IV.

Clasico: La variante clasica es la que se encuentra mas frecuentemente y se
caracteriza por alta celularidad y elevados indices proliferativos. Las células de los
meduloblastomas clasicos tienen un tamafio pequefio o mediano, nucleos
hipercromaticos redondos u ovalados y un citoplasma minimo, rosetas de Homer-
Wright estan entremezcladas y su presencia se asocia con alta actividad mitética y

pleomorfismo nuclear incrementado.

Desmoplasico/nodular: La desmoplasia es el fendmeno de produccidn

excesiva de tejido conectivo, pobre en células y rico en fibras de colageno, puede
presentarse focalmente en muchos meduloblastomas. La extensa desmoplasia es
una caracteristica de la variante desmoplasico/nodular, la cual se distingue de la
variante clasica por la presencia de nédulos, “islas palidas” con poca reticulina de
diferenciacion neurocitica rodeada densamente compactada, con células mitoticas

activas.

Nodularidad extensa: Comparado con el meduloblastoma

desmoplasico/nodular, la variante relacionada de nodularidad extensa tiene una
arquitectura lobular expandida con zonas libres de reticulina mas prominentes que
son mas elongadas. Tanto la variante desmoplasico/nodular como nodularidad

extensa estan asociadas con un mejor prondstico a comparacion de los MB clasicos.

Células grandes / anaplasico: Las variantes histolégicas de anaplasico y

células grandes coinciden en un nimero considerable de caracteristicas citologicas,
por lo tanto, estas variantes a menudo se consideran juntas y se engloban como
“células grandes/anaplasico” los cuales se asocian a un mal prondstico. La

histologia anaplasica se caracteriza por un pleomorfismo citolégico marcado a
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difuso en asociacion con un indice mitético alto y apoptosis. El MB de células
grandes se define por grupos de células grandes y redondas con un solo nucleolo,
el cual también tiene indices mitéticos y apoptéticos elevados en comparacién con
otras variantes histolégicas (6,13-15).

R Ve
O e T e T

| NSRS Tt A

Nodularidad Extensiva Anaplasico/Células Grandes

LER oL

Figura 1. Diversidad Histoldgica de los meduloblastomas. (Servicio de Patologia, Hospital

Infantil de México Federico Gomez)

Sin embargo, estas variantes histolégicas reflejan parcialmente una
heterogeneidad subyacente molecular, la Ultima actualizacion de la OMS requiere
la combinacion de variantes histoldgicas y genéticas definidas en un diagnostico

integral como un estandar, como sea técnicamente posible (6,10).
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Con el conjunto de pardmetros moleculares para la clasificacion de tumores
del sistema nervioso central, se han reconocido 4 subgrupos moleculares de
meduloblastomas genéticamente definidos: WNT (Wingless), SHH (Sonic
Hedgehog), grupo 3y grupo 4 (7,16,17).

En 2016 la OMS reclasificé a los MB de acuerdo con sus caracteristicas
moleculares en adicion a la histopatologia. La clasificacion molecular se relaciona
con la agrupacién de estos en base a su transcriptoma o su perfil de metilacion, y
ha sido introducida debido al incremento de su utilidad clinica. Sin embargo, las
técnicas empleadas son laboriosas, caras y requieren de infraestructura, lo que
hace dificil su incorporacion en la evaluacion patolégica de rutina de este cancer.
Pocos estudios han intentado clasificar a los meduloblastomas en subgrupos
moleculares usando técnicas mas economicas como la inmunohistoquimica (IHQ)
e hibridacion fluorescente in situ (FISH), las cuales proveen resultados rapidos y
reproducibles en los tejidos parafinados. Estos métodos estan disponibles en
muchos laboratorios de patologia diagnostica alrededor del mundo (7,10), sin
embargo en México aun no esta implementado el uso de estos estudios para el

diagndstico de esta neoplasia.

Subclasificacion Molecular

Meduloblastoma via WNT activada: Este representa el subgrupo mas raro

constituyendo aproximadamente el 10% de todos los meduloblastomas. Tiene un
resultado favorable comparado con los otros subgrupos, afecta principalmente a los
nifios y adolescentes, y muestra una ligera predominancia en nifias. Se considera
gue los meduloblastomas WNT surgen de las células progenitoras del tallo cerebral
dorsal (18), y son localizados normalmente en la linea media del cerebro, y ocupan

el cuarto ventriculo. Raramente presentan metastasis (13).

11



Los tumores con la via WNT activa son identificados por la presencia de al
menos dos caracteristicas: una mutacion en el gen CTNNB1 (Catenin beta-1 o j-
Catenina en espafol) la cual puede ser identificada mediante una reaccién de
inmunohistoquimica nuclear positiva de B-catenina y la presencia de monosomia
del cromosoma 6 (17,19-21). Es frecuente encontrar mutaciones sin sentido en
TP53 (Tumor Protein 53, también denominada como "el guardian del genoma"
debido a su papel en la conservacion de la estabilidad al prevenir la mutacion
genomica, previniendo asi el cancer por ser un gen supresor tumoral). A pesar de
ser un marcador de alto riesgo en el subgrupo SHH y en otros tipos de cancer, las
mutaciones en TP53 no confieren diferencia alguna en la sobrevida de los pacientes
diagnosticados con meduloblastomas WNT activado (22,23).

Meduloblastoma SHH activado: Cerca del 30% de todos los MB se clasifican

como tumores SHH los cuales se localizan a menudo lateralmente en el hemisferio
cerebelar, hay evidencia de que se originan de las células precursoras de la capa
granular externa del cerebelo (18). Generalmente se presenta en nifios de 4 afios o
menos. La hiperactivacion de la via de sefalizacion Sonic Hedgehog es
caracteristica en este subgrupo y es frecuente debido a mutaciones en los genes
supresores de tumores PTCH, SMO, y SUFU (18,22,24). Ademas, se asocian a
menudo a la pérdida del cromosoma 9q, y con menos frecuencia con la pérdida del

17p 0 10q, o la ganancia de 3q (13).

La via SHH juega un rol critico en el desarrollo cerebelar normal. El ligando
SHH es secretado por las neuronas de Purkinje, el cual promueve la mitogénesis
en células progenitoras de capas granulares externas. La respuesta a la sefial SHH
es controlada por PTCH y SMO, las cuales son proteinas transmembranales. PTCH

suprime la actividad de SMO en la ausencia del ligando SHH (24).

Los tumores con SHH activo son determinados por la presencia de una
reaccion de inmunohistoquimica de YAP1 y GABL1 (19,20).

12
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Esquema 1. Vias desreguladas en los meduloblastomas WNT y SHH (22).

Meduloblastoma SHH activado, TP53 mutante: Los meduloblastomas SHH

activado pueden ser divididos en cuatro subgrupos (SHH-a, B, y, ©) los cuales
reflejan distintas aberraciones somaticas, vias activadas y sobrevida. Las

mutaciones de TP53 son significativas en el prondstico (9,16).

Los meduloblastomas SHH y TP53 mutante son tumores raros con un mal
prondstico que compromete pacientes entre los 4 y 17 afios, raramente se observa
en infantes y adultos. Es definido como un tumor del cerebelo con evidencia de
activacion de la via SHH, asi como mutacion de linea germinal o somatica de TP53.
La activacion de la via SHH en tumores TP53 mutantes se relaciona con pérdida de
17p, y amplificaciones de los genes GLI2, MYCN, o SHH, y las mutaciones en
PTCH, SUFU, y SMO son no tan comunes. Estos tumores usualmente presentan la

histologia de anaplasico/células grandes (10,23,24).
La mayoria de las fallas al tratamiento en meduloblastomas SHH activado

esta relacionado con mutaciones en TP53. Este grupo es de muy alto riesgo. Una

explicacion potencial para el mal pronostico en tumores SHH y TP53 mutado se

13



relaciona con resistencia a la radiacion, asi como la recaida local como la mayoria
de los tumores SHH (23).

Meduloblastoma no-WNT/no-SHH: Los MB del grupo 3 y grupo 4 estan mas

relacionados entre ellos que con los WNT y SHH y aparecen en la ediciéon 2016 de
la OMS como no-WNT/no-SHH, aun asi, son molecular y clinicamente
heterogéneos con consecuencias diversas. Estos tumores representan cerca de

dos terceras partes de los meduloblastomas (10,25).

El perfil de transcriptoma del grupo 3 se caracteriza por relativamente alta
expresion de MYC, un protooncogén que actla como factor de transcripcion y esta
involucrado en la regulacion del ciclo celular, asi como en la inmortalizacion,
apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular. Los tumores del grupo 4 se
caracterizan por alteraciones recurrentes en KDM6A y SNCAIP, el primero es un
gen que regula la expresion genética a través de histonas y el segundo una proteina
relacionada con neurodegeneracion, ademas de otros genes. Con un panel de tres
anticuerpos (B-catenina, GAB1 y YAP1) se pueden definir estos grupos, los tumores
no-WNT/no-SHH expresan inmunorreactividad citoplasmatica a B-catenina (no

nuclear) y las células tumorales son inmunonegativas a GAB1 y YAP1 (10,26,27).

Los meduloblastomas del grupo 3 cuentan aproximadamente con el 25% de
los casos, predominantemente entre infantes y nifios, con su rango maximo de
diagndstico entre 3 a 5 afios y casi nunca en adultos (25). Su origen celular es poco

claro.

El Grupo 4 es el subgrupo mas comun, presentando cerca del 35% al 40%
de los casos de meduloblastoma, no obstante, es el mas desconocido de todos, con
su biologia subyacente que es la menos comprendida (25). Muchos MB del grupo 4
expresan marcadores de neuronas glutamatérgicos, las cuales pueden ser las
células de origen. Estos tumores estan localizados entre el 4to ventriculo. Tienen

alteraciones citogenéticas recurrentes, incluyendo amplificaciones de MYCN vy
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CDKB6, pérdida del cromosoma 11, y duplicacién de la region donde el gen SNCAIP

se localiza en el cromosoma 5. El isocromosoma 17q es la alteracion genética mas

comun en el Grupo 4, pero a diferencia de los tumores Grupo 3 con MYC

intensificado, este no es predictivo de la sobrevivencia (28). Mutaciones somaticas

de TP53 no se han observado en el diagnéstico de los MB Grupo 3 y Grupo 4, se

puede observar en la recaida, y por lo general se asocia con amplificacién de MYC

(23).

Los meduloblastomas Grupo 3 y Grupo 4 han sido reportados con perfiles de

riesgo bajos e intermedios (28).
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Subtype WNTa | WNTB SHH a SHH B SHH y SHH & || Group 3a|Group 3B |Group 3y || Group 4a| Group 4 |Group 4y
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-
Subtype @ =il B
. . BO ag
relationship — po D ‘o D ‘o
R b b | ot | 4F ] 48 [ 4
o | A9 + ') 3 3 4 | AT | 2% || A1 | AT | 27
T e | e e | e | e B et et | EERERCTRE EERER Ssreeee
. LCA c MBEN 3
;; HIStDlOgy Desmoplastic (Bl e Desmoplastic [zl
9 oocceemmen ] [ | — TR SR I S IS (R | SR I |
£ | Metastases 8.6% 21.4% 20% 33% 8.9% 9.4% 43.4% 20% 39.4% 40% 40.7% 38.7%
O [ T T T T T T T T T Ty S B
gg:‘e’;‘r‘;ﬂ' 97% 100% 69.8% 67.3% 88% 88.5% 66.2% 55.8% 41.9% 66.8% 75.4% 82.5%

8 ag, 10q Balanced 778,10 ‘ 7q9.8p°. 79, 8p
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> MYCHN amp, 10922 OTX2gain, MYCN amp,

e Focal GLizamp, | PTENIloss o DOXa1 sy | MYCEMP O amp SNCAIPdup | CDKEamp
O YAPT amp

TP53 TERT High GFI1/18
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Esquema 2. Resumen gréfico de los Subgrupos de Meduloblastoma. (16)
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Por lo anterior, esta nueva clasificacion brinda una categorizacion apropiada
de los pacientes lo que se vera reflejado en la eleccion del tratamiento y esta
necesidad se puede observar debido a que todas las morfologias histologicas se
encuentran en los tumores SHH. Es decir, el clasico ha sido reportado entre el 40-
45% de los tumores, los desmoplasicos/nodulares en un 30-35% de los tumores,
los de nodularidad extensa en un 10% y los CG/A en un 15-20% de los tumores. El
subgrupo molecular SHH es ademas dividido en tumores SHH-TP53 tipo-salvaje,
los cuales son comunmente asociados a la histologia desmoplésico/nodular, y
tumores SHH-TP53 mutantes, los cuales se asocian a menudo con la morfologia

células grandes/anaplésico.

A la inversa, los MB-WNT son casi todos de histologia clasica. Los Grupo 3
tienen morfologia tanto clasica como células grandes/anaplasico, asi mismo,
muchos meduloblastomas Grupo 4 son de morfologia clasica, aunque del 10-15%
presentan morfologia de células grandes/anaplasico (6,9,24,29).

Los tumores con nodularidad extensa y SHH son usualmente tumores con

un excelente prondstico, con tasas de sobrevida del 95% (24).

Manifestaciones clinicas

En concordancia con su alta tasa de crecimiento, los pacientes con
meduloblastoma presentan cominmente sintomas que evolucionan sobre un
periodo de semanas a meses. Frecuentemente se encuentran una combinacion de
signos y sintomas de disfuncion cerebelar y aumento de la presién intracraneal. Los
sintomas clasicos de aumento de la presién intracraneal incluyen irritabilidad,
letargia, ndusea y vémito, dolor de cabeza matinal, anorexia, y cambios de
comportamiento (15,30). Sintomas mas especificos de meduloblastoma incluyen
ataxia, dificultades con la escritura u otras habilidades motoras, asi como problemas

de vision o estrabismo (6).
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Diagnostico

El MB tiene caracteristicas de imagen distintivas en tomografia
computarizada (TC) e Imagen por resonancia magnética (IRM). La TC inicial
determina complicaciones tumorales como el grado de hidrocefalia secundaria a la
obstruccion y signos de hipertension endocraneal. En la RM el tumor es
predominantemente homogéneo, con un escaso componente necrotico,

hemorragico o célcico (15,30).

Esquema 3. Imagenes en RM caracteristicas del meduloblastoma. a) RM sagital T1. b)
RM axial T2. ¢) RM axial Flair. d) RM difusién. e) Mapa ADC. Flecha larga representa la

masa tumoral.

El diagnéstico actual del meduloblastoma requiere la reseccion quirargica del
tumor para proceder a un andlisis integral histopatologico y molecular. Pruebas de
IHQ y moleculares pueden utlizarse para distinguir seguramente los
meduloblastomas de otros tumores cerebrales embrionarios y neuronales con
histopatologia similar, tales como tumor rabdoide/teratoide atipico (TT/RA), tumores
embrionarios con rosetas de capas multiples, glioblastoma de células pequenias, y

ependimoma de la fosa posterior (6).
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Todo paciente con meduloblastoma deberd ser evaluado mediante un
examen de imagenes del neuroeje (medula espinal, encéfalo), un andlisis del liquido
cefalorraquideo (siempre que no exista hipertension endocraneana) para detectar
células tumorales libres en el espacio subaracnoideo (31).

Estratificacion de riesgo actual

Los pacientes con MB actualmente se estratifican en dos grupos de riesgo
con base alos siguientes criterios: grado de reseccion, edad al diagnéstico, y estado
de metastasis (13).

Los pacientes con tumores residuales (>1.5 cm?), edad menor a 3 afios, y/o
muestran metastasis son clasificados como pacientes de riesgo alto, mientras que
los restantes se clasifican como pacientes de riesgo intermedio. Después del
tratamiento trimodal que consiste de maxima reseccion quirdrgica, irradiacion
craneoespinal, y quimioterapia adyuvante, las tasas de sobrevida de los pacientes

de riesgo intermedio y alto es de 85y 70% respectivamente (13-15,18,32).

Durante un consenso en Heidelberg en 2015, un nuevo protocolo de
estratificacion de riesgo basado en criterios de pronostico molecular ha sido
propuesto para pacientes entre 3 y 17 afos. La clasificacion redefinida tiene cuatro
grupos de riesgo, definidos principalmente por sobrevida, y toma en cuenta la
informacion de subgrupos moleculares y la heterogeneidad del padecimiento. El
protocolo define a los pacientes como “Muy Alto Riesgo” (<50% sobrevida), “Alto
Riesgo” (50-75% sobrevida), “Riesgo moderado” (75-90% sobrevida), y “Bajo
Riesgo” (>90% sobrevida) (14,18,33).
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Muy alto <50% e Grupo 3 con Metastasis

Riesgo e Grupo SHH con mutacion en TP53

Alto Riesgo 50%-70% e Grupo SHH con MYCN amplificado
0 con Metastasis
e Grupo 4 con Metastasis

Riesgo 76%-90% e Grupo SHH sin mutacion en TP53 o

Estandar sin amplificacion MYCN

e Grupo 3 sin amplificacion de MYC

e Grupo 4 sin pérdida del cromosoma
11

Bajo Riesgo >90% e Grupo WNT
e Grupo 4 con pérdida del
cromosoma 11

Tabla 1. Clasificacion del prondstico para meduloblastomas pediatricos conforme a los

subgrupos moleculares. (14)

Tratamiento

Los tratamientos actuales en nuestro pais estan basados en su gran mayoria
en la estratificacion de riesgo tradicional y en la edad del paciente al momento del
diagndstico. Los pacientes son sometidos inicialmente a la reseccion del tumor al
momento del diagndéstico, a pesar del grupo de riesgo (18). Los tratamientos son
multimodales: combinan la reseccién quirdrgica maxima segura, radioterapia
conformal (fotones y mas reciente protones), y quimioterapia sistémica a altas dosis
utilizando multiples agentes (28). Estas terapias tienen efectos adversos a corto y

largo plazo, incluyendo mutismo cerebeloso postoperatorio, déficits
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neurocognitivos, endocrinopatias, esterilidad, y el riesgo a una segunda neoplésia
(34).

En tanto que, si se toma en cuenta la clasificacion por subgrupo, el grupo
WNT tiene el mejor prondstico de todos ellos; casi todos los pacientes sobreviven
después de la cirugia, radioterapia y quimioterapia. Para este subgrupo hay
esfuerzos de disminuir la terapia para reducir los déficits cognitivos a largo plazo
comunes en nifios después de recibir radioterapia (22), los pacientes con tumores
WNT que mueren sucumben mas a menudo por complicaciones de la terapia o

neoplasias secundarias (17).

Para el caso de SHH, hay varias terapias propuestas para estos pacientes, todas
con el proposito de disminuir la actividad aberrante de la via SHH. Uno de los
farmacos mas prometedores son los inhibidores SMO, los cuales estan en fase
clinica Il para un grupo de diversos tumores incluyendo el meduloblastoma (22,34).
Ademas, por cribado farmacolégico de alto rendimiento se ha identificado que el
Pemetrexed (antineoplasico antifolato) y la gemcitabina (analogos de nucledsidos)
son posiblemente efectivos contra los MB grupo 3 y estan actualmente a prueba.
También los inhibidores BRD, que interfieren con actividad transcripcional asociada
a MYC, parecen una opcion prometedora. Asi mismo los inhibidores HDAC inhiben
potentemente el crecimiento celular de meduloblastomas impulsados por MYC in
vitro y en sinergia con inhibidores de PI3K para inhibir el crecimiento tumoral in vivo.
Actualmente los esfuerzos se centran en la utilizacion de las metilasas de histonas
EZH2 y KDMG6A para ser empleados como posible tratamiento en un futuro
(9,35,36).

20



Planteamiento de Problema

En México, los tumores del sistema nervioso central ocupan el tercer lugar
de las neoplasias malignas, con una incidencia de 2.5 casos por cada 100 mil nifios
menores de 15 afios al afo, siendo el meduloblastoma el mas comun, con

aproximadamente el 20% de frecuencia entre los tumores cerebrales (7).

Asi mismo, el diagndstico de estas neoplasias se realiza mediante el analisis
histopatolégico de la biopsia y reseccién tumoral, en algunos hospitales por
inmunohistoquimica con paneles incompletos, pero en paises desarrollados se
complementa con analisis moleculares para clasificarlos en los diferentes

subgrupos de acuerdo con la actual clasificacion de la OMS del 2016.

Esta clasificacion en subgrupos moleculares es de gran utilidad ya que le
brinda al clinico la informacion para tomar una adecuada decision para el
tratamiento y de esta forma asegurar que el paciente pueda tener un mejor

prondstico y sobrevida.

Sin embargo, estas técnicas son costosas, y de dificil implementacion en nuestro
pais, por lo que introducir el andlisis de marcadores moleculares como -catenina,
YAP1, GAB1 y P53 por tinciones de inmunohistoquimica ayudara a poder clasificar
a los pacientes, brindando un tratamiento especifico y personalizado, evitando

tratamientos innecesarios y perjudiciales.
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Hipotesis

La determinacion de la expresion de las proteinas 3-Catenina, YAP1, GAB1
y P53 en microarreglos de tejidos de pacientes pediatricos con meduloblastoma,
ayudara en la clasificacion de los subgrupos moleculares de estas muestras.

Objetivos

General

Determinar la expresiéon de las proteinas p-Catenina, YAP1, GAB1 y P53
como marcadores moleculares en microarreglos de tejidos de pacientes pediatricos

diagnosticados con meduloblastoma.

Especificos

1. Evaluar la expresion de las proteinas B-Catenina, YAP1, GAB1 y P53 en
microarreglos de tejidos de pacientes pediatricos con meduloblastoma

mediante la técnica de inmunohistoquimica.

2. Analizar y clasificar la expresion de las proteinas B-Catenina, YAP1, GABly

P53 en los microarreglos de tejidos de meduloblastoma pediatrico.

3. Realizar la comparacién de la clasificacion molecular con el diagnostico

histopatolégico.

4. Correlacionar la clasificacion molecular y la histolégica con los datos

demograficos.
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Material y Métodos

Tipo de estudio: Retrospectivo, Comparativo.

Poblacion: Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios con diagnostico de
meduloblastoma realizados por los departamentos de Patologia, del Hospital Infantil
de México Federico Gbmez y del Hospital de Pediatria del Centro Médico Siglo XXI.
En el periodo de 1990 al 2018.

Criterios de exclusion: Casos diagnosticados como recidiva, que no cuenten con

el material suficiente o necrosis mayor al 30 %.

Criterios de inclusion: Todos los casos con diagndstico de meduloblastoma con

tejido suficiente y viable (con necrosis menor al 30 %).

Tamafo de muestra: Se incluyeron 140 muestras pediatricas de meduloblastoma

y 7 cerebelos sanos como controles.
Muestras

Se construyeron 7 microarreglos de tejidos (MAT) con 140 muestras de

meduloblastoma pediatrico y 7 cerebelos sanos como controles.
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Materiales y Reactivos

e Parafina: Thermo Fisher
e Laminillas electrocargadas: Shandon Superfrost Plus (Thermo scientific,
Ref 6776214)
e Recuperador antigénico: VECTOR Antigen Solution Citrated Base
(VECTOR, No. H-3300)
e H>0O2: JT Baker
e MetOH: JT Baker
e Suero Normal de Caballo: Incluido en el kit (VECTOR, MP-7401-5) o
(VECTOR, PK-7800).
e Diluyente de anticuerpos primarios: Da Vinci Green Diluent (BioCare
Medical, SKU. PD900)
o Anticuerpos primarios especificos:
= Anti B-Catenina (Abcam, ab22656)
= YAP1 (Abcam, ab56701)
= GAB1 (Thermo Fisher, PA5-38415)
= P53 (DAKO, M3629)

e Anticuerpo secundario para GAB1: Kit Vector ImmPRESS HRP Anti-Rabbit

IgG (Peroxidase) Polymer Detection Kit (VECTOR, No. Cat. MP-7401-15)
e Anticuerpo secundario para B-Catenina, YAP1y P53: VECTASTAIN

Universal Quick HRP Kit (Peroxidase), R.T.U. (VECTOR, No. Cat. PK-7800)

e IMMPACT® DAB Peroxidase (HRP) Substrate (VECTOR, No. Cat. SK-
4105)
e Hematoxilina: Thermo Fisher

e Medio de montaje: Entellan (Merck)
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Procedimientos

Construccion del Microarreglo de Tejidos

Tejidos de meduloblastomas de pacientes pediatricos fijadas en formol y
embebidas en parafina se arreglaron en microarreglos de tejidos, previamente se
realizé una seleccion de los casos y se realizaron tinciones de hematoxilina/eosina
(H&E) para la seleccion de tres areas representativas del tumor por un patélogo
experto (Figura 1.), esas areas seleccionadas en la laminilla, fueron ubicadas en
cada uno de los “bloques donadores” las cuales fueron extraidas y transferidas al
bloque limpio o “bloque receptor” para asi ir arreglando por triplicado cada uno de
las muestras de los diferentes casos, esto se realiz6 en un Microarreglador de
tejidos (Chemicon Advanced Tissue Arrayer “ATA 100”). Una vez que se contd con
los diferentes bloques arreglados (MATS) se hicieron cortes seriados de 4 micras en
laminillas electrocargadas con un microtomo rotatorio (Leica RM 2125RT) para su
posterior analisis (37).

Inmunohistoguimica

Se realizaron tinciones de inmunohistoquimica (IHQ) en cortes seriados de
los MATs de 4 um de espesor, brevemente se desparafinaron e hidrataron en un
tren de disolventes en el que incluye xilol (100%), etanol/xilol (50%), etanol al (100,
90 y 70%) y agua. Posteriormente, se realizd la recuperacion de antigenos,
utilizando una solucion de VECTOR Antigen Solution Citrated Base, con pH 6
durante 20 minutos, en olla de presién a 135°C. La actividad de la peroxidasa
enddgena se bloqued con una disolucion al 3% de H20,, en metanol 2 veces por 15
minutos. La union inespecifica de los anticuerpos se redujo al incubar con Suero
Normal de Caballo durante 60 minutos. Las laminillas se incubaron a temperatura
ambiente con los anticuerpos especificos para p-Catenina (durante 60 min), YAP1
(durante 17 horas), GABL1 (durante 17 horas) y P53 (durante 60 min). Se realizaron
lavados con solucion buffer de fosfatos (PBS) 1X pH 7.4 durante 5 minutos.
Después de los lavados, los tejidos se incubaron con un segundo anticuerpo anti-
conejo con el kit ImmPRESS HRP Anti-Rabbit IgG (Peroxidase) Polymer Detection
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(para el anticuerpo GAB1) y en el caso de los anticuerpos hechos en raton se utilizé
un kit Universal (anti-cabra, anti-conejo y anti-ratbn) VECTASTAIN Universal Quick
HRP Kit (Peroxidase), R.T.U. (para los anticuerpos B-Catenina, YAP1 y P53)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. En el caso de los anticuerpos -
Catenina, YAP1 y P53, se continu6 con una incubacion con estreptavidina
conjugada a peroxidasa de rabano (HRP), durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se desarrollé el color visible, mediante el 3’3 tetra-
hidrocloruro diaminobenzidina (ImmPACT® DAB Peroxidase (HRP) Substrate) de 2
a 5 minutos. La reaccion se detuvo con agua destilada y se contratifid con
hematoxilina. Finalmente, los tejidos se deshidrataron mediante el tren de
disolventes, y se colocd un cubreobjetos con medio de montaje Entellan (Merck)
(37,38).

Patologia Digital

Las diferentes tinciones se digitalizaron y analizaron utilizando un
digitalizador automatico de laminillas (Aperio®) que adicionalmente cuenta con un
software de analisis de microarreglos de tejido. Los datos serviran para clasificar a
los tejidos de los pacientes en subgrupos moleculares de acuerdo con los

marcadores moleculares por IHQ (37).

Analisis estadistico

Se utilizé el Software SPSS version 21 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Se
realizaron estadisticos descriptivos, distribuciones de frecuencia y tablas de
contingencia se calcularon para cada uno de los parametros. Se realiz6 la prueba
de ajuste de bondad de chi-cuadrado para realizar comparaciones de proporciones,
de igual manera se realiz6 la prueba de chi-cuadrada de independencia para ver si
la clasificacion por subgrupos moleculares y la clasificacion por histologia estan

relacionadas.
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Resultados

Seccién 1.
Evaluar la expresion de las proteinas B-Catenina, YAP1, GABly P53 en
microarreglos de tejidos (MATs) de pacientes pediatricos con

meduloblastoma mediante la técnica de inmunohistoquimica.

Inmunorreactividad diferencial de las proteinas -Catenina, YAB1, GAB1y P53
en microarreglos de tejidos de pacientes pediatricos con meduloblastoma.

Con el propésito de evaluar la expresion de las proteinas 3-Catenina, YAB1,
GAP1 y P53 en muestras de pacientes pediatricos con MB se incluyeron 140
biopsias (118 provenientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez) y (22
provenientes del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI). De
los cuales se realizo la busqueda de los bloques y del expediente clinico, y asi
proceder a la construccién de 7 microarreglos de tejidos. Brevemente, de cada uno
de los bloques de los pacientes se realizaron cortes de 4um de espesor en un
microtomo semiautomatizado y estos se colocaron en laminillas silanizadas para
realizar la tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E). Posteriormente, un Patélogo
experto selecciono en las laminillas tres areas representativas del tumor (Figura 1A),
consecutivamente se generd una lista de los blogues que se incluirian en el
microarreglo y se disefié un mapa virtual (Figura 1B) y asi se procedi6 a la creaciéon
de los nuevos bloques en el equipo micrarreglador de tejidos (Figura 1C). Una vez
gue se contaron con todos los MATs (Figura 1D) se realizaron cortes seriados de 4
micras de espesor de los 8 bloques, 7 con las muestras y uno mas (miniMAT) para
la estandarizacion de las tinciones y definicion de tiempo de revelado, con 6
muestras que se incluyeron en algun otro MAT. Posteriormente se efectuaron las
diferentes tinciones de hematoxilina/eosina (H&E) y de inmunohistoquimica (IHQ),
en la (Figura 1E) podemos observar las micrografias de las laminillas con los cortes
seriados del mismo microarreglo (MAT3), en las que se muestran las distintas
tinciones a) H&E, b) B-catenina, c) GAB-1, d) YAP1y e) P53.
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Figura 1A. Material biolégico utilizado para la construccion de los
microarreglos de tejidos. En la imagen se muestran algunos bloques con
muestras de meduloblastoma pediatricos parafinados, en la parte superior de cada
bloque se observa su respectiva laminilla con tincion de H&E, las cuales fueron
punteadas de color negro (resaltadas con flechas rojas) las 3 areas representativas,
en cada muestra.
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HOSPITAL INFANTIL de MEXICO
FEDERICO GOMEZ

Instituto Nacional de Salud

HOJA DE CONTROL PARA MICROARREGLOS DE TEJIDOS

Micro arreglo: Meduloblastoma pediatrico
Numero de microarreglo: 3
Hospital Infantil de México Federico Gémez

Responsable del proyecto: Dra. Guillermina Baay, Dra Pilar Equia
Hospital de Infantil de México Federico Gomez.

Lista de bloques en el mapa de Meduloblastoma 3
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Figura 1B. Listado de los bloques a incluir y disefio del mapa virtual.

Una vez que se define cuéles son los bloques que seran incluidos, se realiza un
listado y se disefian los mapas virtuales, los cuales serviran de patron para ir
arreglando los tejidos en del bloque del microarreglo. En la figura se muestra un
ejemplo a) de un listado de los pacientes que se incluiran en un microarreglo, b) el
mapa virtual en el que se disefla como se van a ir arreglando cada una de las
muestras, en este se puede apreciar coOmo se incluyen tres spots por paciente de
forma horizontal, por lo que se repite tres veces cada numero, el ejemplo

corresponde al mapa No. 3 de meduloblastoma pediatrico.
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b)

Bloque aceptor

Insercion del tejido Bloque MAT
donador al finalizado
bloque aceptor
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Figura 1C. Creacion del microarreglo de tejidos. a) En la imagen central se
muestra el equipo Microarreglador de tejidos, en el que se puede observar en la
parte inferior, una amplificacion del bloque donador (verde) y del area en donde se
coloca su correspondiente laminilla ya punteada, la cual se observa con la ayuda
del estereoscopio, ubicando asi el area de interés en el bloque donador, el cual
también se observa en el estereoscopio, del que se extrajeron los cilindros de
interés mediante una aguja de 0.6 mm de didmetro, como se muestra en el recuadro
superior derecho flecha roja. De igual manera se extraen los cilindros del bloque en
blanco o aceptor (naranja) y se van arreglando los tejidos acordes al mapa virtual.
b) Se muestra en la imagen izquierda como la aguja inserta el tejido y en la imagen
superior derecha podemos ver el primer spot de inicio, en tanto la imagen inferior
derecha muestra un microarreglo finalizado. ¢) Podemos observar los bloques

donadores ya horadados y el nuevo bloque arreglado con los mismos.
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Figura 1D. Construccion de los microarreglos de tejidos de muestras de
meduloblastoma. Se muestran los 7 TMAs con su laminilla con tincion de H&E, en
los que se incluyeron las 140 muestras de pacientes con meduloblastoma y un 8vo
en el que se incluyeron 6 muestras repetidas para realizar las estandarizaciones de

las tinciones.
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Figura 1E. Inmunorreactividad de las proteinas de interés en muestras de
meduloblastoma pediatrico. Micrografias representativas de las diferentes
tinciones en el microarreglo 3 de las tinciones de a) H&E, y las determinaciones por
tinciones de IHQ de b) B-catenina, c) GAB-1, d) YAP1y e) P53, en los que se puede
apreciar la diferencia en la expresion de las tinciones y entre los diferentes pacientes

(triplicado de forma horizontal).
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Seccidn 2

Analizar y clasificar la expresion de las proteinas B-Catenina, YAP1,

GAB1y P53 en los TMAs de meduloblastoma pediatrico.

Con el proposito de realizar la clasificacion histopatoldgica y analizar la

expresion de las diferentes proteinas determinadas por tinciones de
inmunohistoquimica, se realizo la digitalizacion de las laminillas en un Escaneador
de laminillas APERIO®.
Y se realiz6 el analisis cualitativo con la ayuda de dos patélogas expertas. En
primera instancia, se realiz6 el diagnostico histopatolégico mediante el analisis de
los tejidos tefidos con H&E (Figura 2A), clasificando asi en (Clasico,
Desmoplasico/Nodular, Anaplasico/Células Grandes y Nodularidad extensa).

Posteriormente  se  analizaron las  diferentes  tinciones  por
inmunohistoquimica de las proteinas p-catenina, GAB-1, YAP1y P53, (Figura 2B) y
con ello se agruparon las diferentes muestras por subgrupo molecular (WNT, SHH
y No-WNT/SHH) (Figura 2C), adicionalmente se muestra (Tabla 1) las

determinaciones necesarias para poder realizar la subclasificacion molecular.
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Figura 2A. Clasificacion histopatologica de los meduloblastomas. De acuerdo
a la histologia se realiz6 la clasificacion de las diferentes muestras de
meduloblastoma pediatrico en a) se muestra un ejemplo de un MB clasico en el que
se pueden apreciarlas células pequefias de citoplasma escaso, con nucleos
redondos u ovales hipercroméaticos, en b) observamos un MB desmoplasico/nodular
caracterizado por esas islas palidas, rodeadas por tejido conectivo, en c)
observamos un ejemplo de MB de células grandes/anaplasico, en el que se puede
apreciar la variabilidad en la forma y tamafio de las células o pleomorfismo
citolégico, asociado a una elevada mitosis y apoptosis y en d) un MB de nodularidad

extensa. Aumento 10X recuadro 40X.
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Figura 2B. Determinacion de la expresion de las proteinas en los tejidos de
meduloblastoma pediatrico. a) Una vez escaneadas las laminillas de todos los
microarreglos y las distintas tinciones, se realizé el analisis de la expresion de cada
uno de los spots o cilindros, agrupando a estos por triplicado, lo que corresponde a
un paciente. Ya que se cuenta con el escaneo de la laminilla de MAT, esta se puede
visualizar desde una panoramica hasta un aumento de 40X, lo que facilita la
visualizacién y analisis, en a) se muestra un ejemplo de cémo se pueden observar
los acercamientos en el tejido a 40X, en la imagen central se muestra una
panoramica del microarreglo, la escala milimétrica en la esquina inferior izquierda
nos muestra el equivalente a 5mm, la amplificacién del spot, esta a un aumento de
7X, mostrando en la escala 300um, finalmente en el mayor acercamiento se
observan 50um en la barra, a un aumento de 40X.

Observamos a mayor detalle la diferencia entre cada una de las tinciones lo que nos
permitio realizar la subclasificacion molecular por determinacion de las proteinas en
los tejidos de cada uno de los pacientes. b) muestra la diferencia entre la expresion
de B-catenina nuclear o citoplasmatica, c) como se observa una tincion positiva o
negativa para GAB-1, en d) como se aprecia la expresion de YAP-1 positiva y
negativa y por ultimo e) la expresion de un P53 mutado con una positividad nuclear

contra el silvestre que es negativo (40X), escala milimétrica 100um.
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Figura 2C. Agrupacion por subgrupo molecular acorde a Ila
inmunorreactividad de las diferentes proteinas. Micrografias representativas de
la determinacion de las proteinas B-catenina (a, e, i), GAB-1 (b, f, j), YAP-1 (c, g, k)
y P53 (d, h, I) por tinciones de IHQ, se muestra un ejemplo de la clasificacion

realizada por el patrén de tinciones acorde al Subgrupo Molecular (20X y 40X).
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Seccion 3

Comparacion de la clasificacibn molecular con el diagnostico

histopatoldgico.

Con el propdsito de poder comparar las clasificaciones histopatoldgicas y la
subclasificacion molecular, una vez que se analizaron las tinciones de H&E de los
diferentes pacientes, y se clasificaron histopatolégicamente, se tomé en cuenta que
de las 140 muestras incluidas en los MATs se excluyeron 28 muestras, a razén de
la pérdida del tejido en alguna de las tinciones por el procesamiento durante las
tinciones, falta de consenso al momento del diagndéstico histolégico o bien la falta
de alguno de los datos demograficos, quedandonos con 112 pacientes con datos.
De estos se determin0d que la mayoria de los tumores son de tipo Clasico (63
pacientes, 56.25%), seguidos por los Desmoplasicos/Nodulares (31 pacientes,
27.67%), un pequeiio porcentaje presento Nodularidad Extensa (11 pacientes,
9.82%), y el menos frecuente es el Anaplasico/Células Grandes (7 pacientes,
6.25%).

Posteriormente se realiz0 la determinacion submolecular mediante el analisis
cualitativo de los diferentes marcadores moleculares por el conjunto de marcadores
determinados por IHQ, de estos se observo que el 5.35% (6 pacientes) pertenecen
al grupo WNT, el 15.17% (17 pacientes) son del grupo SHH, asi como el 79.46%
(89 pacientes) pertenecen al grupo no-WNT/no-SHH, conformando el subgrupo mas

grande (Figura 3A).
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Figura 3A. Comparacién de las clasificaciones de los pacientes con
meduloblastoma. En el panel izquierdo se puede observar la clasificacion de los
pacientes acorde con el diagndstico histopatolégico, con un 56.25% en los Clasicos,
el 27.67% en Desmoplasicos/Nodulares, el 9.82% en Nodularidad Extensa y solo el
6.25% como Anaplasico/Células Grandes, se obtuvo una p<0.05. Mientras que en
el panel derecho observamos la clasificacion realizada por la determinacion de la
combinacion de marcadores por IHQ, agrupando a los pacientes de la siguiente
forma, para el grupo WNT tenemos un 5.35%, el 15.17% corresponde al grupo SHH,
y el 79.46% para el grupo no-WNT/no-SHH, se obtuvo una p<0.05.
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Seccién 4

Correlacionar la clasificacion molecular y la histolégica con los datos

demogréficos.

Con el proposito de poder evaluar la existencia de correlaciones con los datos
demograficos, se analizaron los 112 pacientes con datos completos. De estos se
determind que el 62.5% (70 pacientes) son varones, mientras que el 37.5% (42
pacientes) son mujeres, siendo una proporcion de 1.7:1 (Figura 4A).

Posteriormente se realizaron las correlaciones del sexo de los pacientes
respecto a la clasificaciéon histopatolédgica, teniendo como resultado que el Clasico
presenta 65.07% (41 pacientes) de varones, a su vez que el 34.9% (22 pacientes)
son mujeres, con una proporcion 1.9:1. Por otra parte, los Desmoplasico/Nodular
tienen el 61.29% (19 pacientes) con sexo masculino, y el 38.7% (12 pacientes) con
sexo femenino, la proporcion presentada es de 1.6:1. Para los Nodulares Extensos
hay un porcentaje de 45.45% (5 pacientes) varones y el 54.54% (6 pacientes) de
sexo femenino con una proporciéon 1:1.2 Para el grupo menos frecuente, que es el
Anaplasico/Células Grandes, 71.42% (5 varones) y 28.57% (2 mujeres), la
proporcion es de 2.5:1 (Figura 4B).

También se analiz6 la proporcion del sexo de los pacientes con la
subclasificacion molecular, obteniendo que para el subgrupo WNT-Activado el
66.67% (4 pacientes) son del sexo femenino, mientras que el 33.33% (2 pacientes)
son del sexo masculino esto equivale a una proporcion hombre:mujer de 1:2. Para
el grupo SHH-Activado el 64.7% (11 pacientes) corresponde a varones, asi como el
35.29% (6 pacientes) corresponde a mujeres, se presenta una proporcion 1.8:1. Por
tltimo, para el grupo no-WNT/no-SHH el 64.04% (57 pacientes) corresponde a
pacientes del sexo masculino, y el 35.95% (32 pacientes) al sexo femenino, con una

proporcién 1.8:1, (Figura 4C).
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Adicionalmente se agruparon las edades de los pacientes en 5 grupos (0-2,
3-5, 6-10, 11-15 y 16-18 afos). El conjunto que presentd mas pacientes con
meduloblastoma por clasificacién histoldgica fue de 6-10 al contar con 37 pacientes
(33.03%), seguido por el grupo de edad de 3-5 con 33 pacientes (29.46%), mientras
gue el conjunto de 0-2 sumo 20 pacientes (17.85%), de 11-15 se presentaron 21
pacientes (18.75%) y el menos frecuente de 16-18 solo comprende 1 paciente
(0.89%), ademas se determind para cada grupo de edad cual es el mas frecuente
de acuerdo con la clasificacion histologica.
Para los diagnosticos histolégicos en particular en el clasico, observamos que se
presenta en todos los grupos de edad. Con la mayor cantidad de pacientes en el
grupo 6-10 afios con 22 pacientes (34.92%) y uno solo paciente en el grupo 16-18
afos (1.58%). La histologia Desmoplasico/Nodular esta presente en todos los
conjuntos de edad excepto 16-18 afios, se manifiesta en mayor proporcion en el
conjunto de 3-5 afios al contar con 10 pacientes (32.25%) y muestra una menor
cantidad de 11-15 afios con solo 4 pacientes (12.90%). La histologia de
Anaplasico/Células Grandes no present0 pacientes en los grupos de 0-2 y 16-18
afos, presente de igual manera en los grupos de 6-10 y 11-15 con 3 pacientes
(42.85%) y en el grupo de 3-5 con un solo paciente (14.28%). Finalmente, en la
histologia de Nodularidad Extensa hay mayor frecuencia en el conjunto de 3-5 afios
con 5 pacientes (45.45%), observamos 3 pacientes tanto para el grupo de 0-2 como
de 6-10 (27.27%) y ninguno para los grupos de 11-15y 16-18 (Figura 4D).

Se realiz6 el mismo andlisis por grupos de edad, pero para el caso de la
subclasificacién molecular, en los cuales observamos que para WNT el grupo de 6-
10 afios presenté 5 pacientes (83.3%), y un solo paciente en el grupo 0-2 (16.7%),
y ninguno en los demas grupos. En SHH se conto con tres pacientes para los grupos
de 0-2, 3-5y 11-15 con (16.66%), ninguno para el grupo de 16-18, mientras que de
6-10 se presentd el mayor numero de casos con 8 pacientes (44.44%). Finalmente,
para el subgrupo No-WNT/No-SHH el cual cuenta con el mayor nimero de casos,
observamos que el grupo de edad mas frecuente es de 3-5 con 30 pacientes

(28.03%), seguido por el grupo de 6-10 con 24 pacientes (22.42%), después con 18
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pacientes el grupo de 11-15 (16.82%), con 16 casos el de 0-2 (14.95%) y con solo
1 caso el grupo de 16-18 (0.93%) (Figura 4E).

Finalmente se compard el nimero de casos por clasificacion histologica con
los subgrupos moleculares, observando que el subgrupo molecular no-WNT/no-
SHH esta compuesto por todos los grupos histolégicos, predominando el clasico
con 52 pacientes (58.42%), seguido por el Desmoplasico/Nodular con 26 pacientes
(28.08%) y con 6 casos los de Anaplasico/Células Grandes y Nodularidad Extensa
(6.74%), el subgrupo SHH también estuvo presente en todos los subgrupos
moleculares, con tan solo 1 caso en el Anaplasico/Células Grandes (5.88%),
seguido del de Nodularidad Extensa con 4 pacientes (23.52%), 5 pacientes en el
Desmoplasico/Nodular (29.41%) y con 7 casos el clasico (41.17%), en el caso del
subgrupo WNT no contamos con ningun caso para los meduloblastomas
Anaplasicos/Células Grandes, mientras que tanto para los de Nodularidad Extensa
como los Desmoplasicos/Nodulares solo presentaron 1 caso (16.66%) siendo el

clasico nuevamente el mas prevalente con 4 casos (66.66%) (Figura 4F).
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Figura 4A. Distribucion del meduloblastoma por sexo. De los 112 pacientes se
determind la prevalencia por sexo. Se determino que el 62.5% (70 pacientes) son
varones, mientras que el 37.5% (42 pacientes) son mujeres, con una proporcion de
1.7:1, obteniendo una p>0.05 por lo tanto, la poblacion tiene una proporcion similar

a 1.8:1 reportada por la OMS.
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Histologia por Sexo

| I I I I
ACG NE

Clasico DN

B Masculino ® Femenino

Diagnostico Histolégico
Clasico DN ACG NE Total
Sexo Masculino 41 19 5 5 70
Femenino 22 12 2 6 42
Total 63 31 7 11 112

Figura 4B. Diagnostico Histopatoldgico contra Sexo. Podemos observar en la
parte superior la representacion grafica en porcentaje del sexo de los pacientes,
acorde al diagnéstico histologico, mientras que en la tabla se presentan el nimero
de pacientes que componen cada uno, no se realiz6 una correlacion con lo
establecido con la literatura al no existir reportes respecto a cOmo se presentan

estos.
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Subgrupo Molecular por Sexo

WNT SHH No-WNT/No-SHH

B Masculino ® Femenino

Subgrupo Molecular
WNT | SHH No-WNT/No-SHH Total
Sexo Masculino 2 11 57 70
Femenino 4 6 32 42
Total 6 17 89 112

Figura 4C. Subgrupo Molecular contra Sexo. Se muestra en la parte superior la
representacion grafica en porcentaje del sexo de los pacientes, de acuerdo con la
subclasificacidon molecular, en la tabla observamos el nimero de pacientes que
componen cada % de estos, la proporcion de frecuencia respecto a sexo de WNT
tiene una p>0.05, al igual que SHH presenta una p>0.05, y por ultimo No-WNT/No-
SHH presenta una p>0.05.

53



0-2 Afos

Histologia por Edades

3-5 Afos

B Cldsico @DN ®WACG ENE

6-10 Afos

11-15 Afios

16-18 Afios

Diagnéstico Histolégico

Clasico DN ACG NE Total
Edades 0-2 Aios 9 8 0 3 20
3-5 Afos 17 10 1 5 33
6-10 Afios 22 3 3 37
11-15 Afos 14 3 0 21
16-18 Afnos 1 0 0 0 1
Total 63 31 7 11 112

Figura 4D. Diagndstico Histolégico contra Edad. En

la parte superior

observamos de forma grafica el porcentaje de los grupos de edad (en afios)

clasificados por el diagnostico histolégico, mientras que en la tabla se muestra a

detalle el nimero de pacientes que comprende cada grupo, no se realizé una

correlacién con lo establecido con la literatura al no existir reportes respecto a como

se presentan estos.
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Subgrupo Molecular por Edades

100%
3::: I I I I

0-2 Afos

3-5 Afos

6-10 Afios

11-15 Anos 16-18 Anos

B WNT SHH M No-WNT/No-SHH

Subgrupo Molecular
WNT SHH No-WNT/No-SHH Total
Edades 0-2 afios 1 3 16 20
3-5 afios 0 3 30 33
6-10 afios 5 8 24 37
11-15 afios 0 3 18 21
16-18 afios 0 0 1 1
Total 6 18 107 112

Figura 4E. Subgrupos Moleculares contra Edad.

En la parte superior

observamos graficamente el porcentaje de casos por grupo de edad (en afos) de

acuerdo con la subclasificacion molecular, en la tabla presentamos el numero de

pacientes que compone a cada uno de estos, no se realizé una correlacién con lo

establecido con la literatura al no existir reportes respecto a como se presentan

estos.
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Subgrupo Molecular por Histologia

- .

Clasico DN ACG

B WNT SHH ™ No-WNT/No-SHH

NE

Subgrupo Molecular
no-WNT/no-SHH SHH WNT Total
ACG 6 1 0 7
Clasico 52 7 4 63
DN 25 1 31
NE 6 4 1 11
Total 89 17 6 112

Figura 4F. Comparaciéon de los casos de los subgrupos moleculares contra

los diagndsticos histopatoldgicos. En la grafica superior podemos observar los

porcentajes de los casos para cada uno de los grupos moleculares por histologia y

en la tabla el nUmero de pacientes que los compone, se realizé una prueba de chi-

cuadrado de independencia, obteniendo un p>0.05.
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Analisis de Resultados

Para este estudio se analizaron 112 muestras de pacientes con
meduloblastoma pediatrico entre 0 y 18 afios y se determinaron las variantes
histologicas y los subgrupos moleculares, para lo cual se evalué la tincion de H&E
y la expresion de las proteinas 3-Catenina, YAP1, GAB1 y P53 en microarreglos de
tejidos mediante la técnica de inmunohistoquimica, y a partir de la expresion de las
diferentes proteinas se procedié a clasificar a los pacientes en los Subgrupos
Moleculares WNT, SHH y no-WNT/no-SHH.

Con la finalidad de evaluar los subgrupos moleculares y grupos histolégicos
con diferentes datos demograficos se realizaron analisis por tablas de contingencia,
en estas se analizaron datos como el sexo y la edad. La OMS ha reportado que el
meduloblastoma es un tipo de cancer mas frecuente en nifios que en nifias (10)
tanto por histologia como por subgrupos moleculares (16), lo cual concuerda con

los datos obtenidos al tener una proporcion cercana al 1.8:1 reportado.

Se realiz6 la clasificacion histopatologica de los meduloblastomas, en donde
se evalud la morfologia de los tumores, las frecuencias obtenidas son diferentes a
las frecuencias esperadas, la histologia Clasica, que es la mas frecuente de acuerdo
a la OMS con un 70%, mostré una menor frecuencia con un 56%, mientras que las
histologias Desmoplasico/Nodular y Nodularidad Extensa presentaron 28% y 10%,
las cuales son mayores en comparacion de lo reportado que es 15.6% y 3.8%
respectivamente. Por ultimo, el grupo Anaplasico/Células Grandes presentd un 6%,
siendo una menor frecuencia respecto a lo que reporta la OMS del 10.2%, estos
resultados contrastan ya que se ha reportado que es mas frecuente
Anapléasico/Células Grandes comparado con Nodularidad Extensa, en la (Tabla 2)
se resumen algunos reportes internacionales en donde evaluaron los MB por la

clasificacion histolégica.
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Por otra parte, los resultados obtenidos en la subclasificacibn molecular
muestran que nuestra poblacion de estudio no presenta las frecuencias reportadas
por la OMS (10), ya que los Subgrupos WNT y SHH tienen 5% y 15%
respectivamente, siendo menores de acuerdo al 10% y 30% reportado. También se
encontré que los tumores no-WNT/no-SHH representan la gran mayoria en nuestra
poblacion de estudio, con un 80% aproximadamente, lo cual sobrepasa el 60%
reportado por la OMS, en la (Tabla 3) se hace una comparacion de los porcentajes
reportados por otros grupos y estudios internacionales de los subgrupos
moleculares de MB.

Es probable que las diferencias encontradas en las frecuencias de los
subgrupos moleculares y la clasificacion histolégica respecto a lo reportado por
parte de la OMS se deba a que nuestra poblacién se comporta de manera diferente
a lo descrito en este consenso mundial. Observando otros estudios donde se
evalian los subgrupos moleculares (39-45) y las clasificaciones histologicas
(40,43,45,46) de otras poblaciones del mundo se muestran de igual manera
diferencias respecto a lo reportado por la OMS, indicando que el comportamiento
de los subgrupos moleculares y los grupos histologicos es diferente entre

poblaciones.

Ademas existe una excepcion en el subgrupo molecular WNT el cual
presenta una proporcion 1:1 (10), en nuestros resultados se observa una mayor
incidencia en el sexo femenino, este resultado concuerda con reportes en otras
poblaciones donde se repite el mismo patrén (47). De igual manera respecto a los
grupos histolégicos se demostré que en el grupo de Nodularidad Extensa hay una
mayor proporcion en nifias, este Ultimo dato es de relevancia ya que es el Unico
grupo donde la proporcién entre nifios y nifias es distinta a lo reportado previamente,

ademas de que no se ha observado en algun otro estudio.

Respecto a la evaluacion de la edad, se dividieron en 5 diferentes grupos

para realizar un analisis mas eficiente, siendo estos: 0-2 afios, 3-5 afios, 6-10 afios,
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11-15 afos y 16-18 afios, obteniendo datos heterogéneos. El subgrupo molecular
No-WNT/No-SHH se present6 en todos los grupos de edades, en tanto que para el
subgrupo SHH no se presenta en el rango de 16-18, ambos grupos coinciden con
lo reportado en otros estudios (16). El subgrupo WNT solo se presenté en los grupos
de edades de 0-2 afios y 11-15 afios, lo cual corresponde a los grupos de edad en

donde es mas frecuente este subgrupo molecular (10).

En lo que concierne a la clasificacién histolégica, el tipo clasico se presenta
en todos los grupos de edades, mientras que el Desmoplasico/Nodular no lo
observamos en el grupo de 16-18. Mientras que el Anaplasico/Células Grandes no
esta presenta en los extremos, es decir de 0-2 y de 16-18, en tanto que en los de
Nodularidad Extensa se presentan en los tres primeros grupos de edad, abarcando

de 0-10 afios.

También se realiz6 un analisis entre subgrupos moleculares y grupos
histolégicos. Se observé que no existe una dependencia entre ambas variables, por
lo tanto, la histologia no determinara el subgrupo molecular que presente el tumor.
El subgrupo WNT se ha reportado que presenta histologia clasica y
Desmoplasico/Nodular (10,16), sin embargo destaca que se obtuvo un caso de
Nodularidad Extensa, lo cual no se ha reportado previamente. Por otro lado, los
subgrupos SHH y No-WNT/No-SHH se comportan de acuerdo a lo reportado

(10,16), al presentarse en todos los grupos histolégicos.
Finalmente, se observo que la edad y sexo se comportan en su mayoria de

acuerdo con lo reportado en estudios previos, solo existen algunas excepciones

respecto a los comportamientos.
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n Clésico DN ACG NE Pais Referencia
74.2% 21% 1.6% 3.2% Holanda Kool, 2008
62 (46 Casos) (13 Casos) (1 Casos) (2 Casos) (40)
72% 17% 11% | - Estados Unidos Ellison, 2011
(41)
70% 16% 10% | 00 - Internacional Kool, 2012
(48)
67.1% 22.4% 6% 4.4% India Narayan, 2013
67 (45 Casos) (15 Casos) (4 Casos) (3 Casos) (Bangalore) (49)
76% 5.3% 16% 2.7% Polonia tastowska, 2015
75 (57 Casos) (4 Casos) (12 Casos) (2 Casos) (46)
68.5% 20.6% 8.7% 2.2% India Kaur, 2016
92 (63 Casos) (19 Casos) (8 Casos) (2 Casos) (Nueva Delhi) (20)
70.4% 15.6% 10.2% 3.8% Internacional Cavalli, 2017
550 | (387 Casos) (86 Casos) (56 Casos) (21 Casos) (16)
50% 16.7% 16.6% 16.6% Republica Checa Chlapek, 2017
6 (3 Casos) (1 Caso) (1 Caso) (1 Caso) (50)
70% 15% 5% | 00 - Europa Schwalbe, 2017
394 | (276 Casos) (58 Casos) (60 Casos) (43)
80% 9.5% 9.5% 1% India Kaur, 2019
95 (76 Casos) (9 Casos) (9 Casos) (1 Caso) (Nueva Delhi) (45)
56.2% 27.6% 6.2% 9.8% México Anaya-Estrada D,
112 (63 Casos) (31 Casos) (7 Casos) (11 Casos) Resultados 2021

Tabla 2. Comparacion con la histologia reportada en otros estudios.

60




No-WNT/No-SHH

Técnicas

Referencia

13% 28.3% 58.7% Canada FISH, PCR, IHQ Thompson, 2006
46 (6 Casos) (13 Casos) (27 Casos) (39)
14.8% 23% 62.2% Holanda PCR Kool, 2008
61 (9 Casos) (14 Casos) (38 Casos) (40)
14% 31% 55% Estados Unidos IHQ Ellison, 2011
234 | (32 Casos) (72 Casos) (130 Casos) (51)
11.7% 29.5% 58.7% Canad&/Rusia Perfil Genético, Northcoth, 2011
230 | (27 Casos) (68 Casos) (135 Casos) IHQ 47
12% 24% 64% Reino Unido PCR Schwalbe, 2011
173 | (21 Casos) (42 Casos) (110 Casos) (51)
11% 28% 61% Internacional TR, PCR, IHQ Kool, 2012
550 | (60 Casos) (153 Casos) (337 Casos) (48)
22.34% 29.12% 48.54% India TR, PCR TR Kunder, 2013
103 | (23 Casos) (30 Casos) (50 Casos) (Mumbai) (52)
21.4% 23.1% 55.5% China IHQ Zhang, 2014
173 | (37 Casos) (40 Casos) (96 Casos) (42)
7.9% 11.8% 80% Polonia FISH, IHQ tastowska, 2015
76 (6 Casos) (9 Casos) (61 Casos) (46)
9.8% 45.6% 44.6% India IHQ Kaur, 2016
92 (9 Casos) (42 Casos) (41 Casos) (Nueva Delhi) (20)
10% 30% 60% Internacional N/A Louis, 2016, OMS
(10)
9.18% 29.22% 61.6% Internacional IHQ Cavalli, 2017
763 | (70 Casos) (223 Casos) (470 Casos) (16)
0% 33.3% 66.7% Republica IHQ Chlapek, 2017
6 (O Casos) (2 Casos) (4 Casos) Checa (50)
8% 26% 67% Europa Metilacion DNA Schwalbe, 2017
425 | (33 Casos) (109 Casos) (283 Casos) (43)
9.2% 22.8% 68% Internacional N/A Park, 2019
530 | (49 Casos) | (121 Casos) (360 Casos) (44)
15.8% 16.8% 67.4% India IHQ, FISH, Kaur, 2019
95 (15 Casos) (16 Casos) (64 Casos) (Nueva Delhi) NanosString (45)
5.3% 15.1% 79.4% México IHQ Anaya-Estrada D,
112 (6 Casos) (17 Casos) (89 Casos) Resultados 2021

Tabla 3. Comparacion con los resultados de Subgrupos Moleculares reportados en

otros estudios.
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Conclusiones

Este es el primer estudio en México en que se evalla la prevalencia y
diagnostico del meduloblastoma de acuerdo con la clasificaciébn por subgrupos
moleculares, determinados por tinciones de inmunohistoquimica, comparandolo con
el diagnostico histolégico simultaneamente de una serie de 112 pacientes
pediatricos de 2 de los 3 centros pediatricos mas grandes del pais (Hospital Infantil
de México Federico Gomez y Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto

Mexicano del Seguro Social).

Se encontraron diferencias en la frecuencia de los grupos histoldgicos, asi
como de los diferentes subgrupos moleculares, que lo reportado por la OMS para el
MB, indicando probablemente que nuestra poblacion se comporta diferente.

Sin embargo, es necesario realizar estudios moleculares para poder
corroborar esta informacion, asi como poder conocer a bien la frecuencia del grupo

3y 4 para el subgrupo no-WNT/no-SHH.

Este estudio ayudara a establecer las bases para la implementacion de la
subclasificacion molecular para el diagnéstico integral de los pacientes pediatricos
con meduloblastoma en nuestro pais, y asi brindar mayor conocimiento al clinico
para definir un tratamiento personalizado sin menos efectos adversos y una mayor

sobrevida. Ademas de poder reportar la frecuencia epidemioldgica de esté cancer.
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Perspectivas

-Realizar el analisis por técnicas moleculares para corroborar las frecuencias
de los subgrupos WNT, SHH y No-WNT/No-SHH, y poder separarlos en Grupo 3y
Grupo 4, para de esta manera tener una clasificacion completa.

-Realizar la determinacion de los diferentes marcadores moleculares de
manera rutinaria a las muestras diagnosticadas como meduloblastoma, para

establecer un enfoque de estratificacion terapéutica en los pacientes pediatricos y

correlacionar estos con la sobrevida y efectos adversos.

IHQ B-Cat Nuclear + - - -
IHQ GAB-1 - + = -
IHQ YAP-1 Nuclear +/- + - -
IHQ P53 +/- /- +/- +/-
IHQ Filamina A + + - -
FISH MYC - - +/- ]
FISH MYCN - - . +/-
FISH Monosomia 6 + - - -
FISH Pérdida - - - +
Cromosoma 11
Analisis de metilacion X X v/ v/

*Se diagnostica como SHH P53 mutante cuando sale positivo.
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Tabla 4. Pardmetros considerados para realizar la subclasificacién molecular
de los meduloblastomas. En esta tabla se resumen las determinaciones que se
realizan pada poder realizar una subclasificacién adecuada y completa. De color
gris claro se muestran las cuatro primeras filas que son las determinaciones que se
pueden realizar a través de la determinacion de inmunorreactividad por tinciones de
inmunohistoquimica, faltando la filamina A. Con esto podemos observar que es
necesario realizar la técnica de FISH para MYC, MYCN vy para la pérdida del
cromosoma 11, asi como el analisis de metilacién para poder hacer la separacion

entre el grupo 3y grupo 4.
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