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Capitulo 1. Antecedentes
1.1 Generalidades

Los meduloblastomas son los tumores cerebrales malignos mas comunes en nifios%34°6,
Representan entre 20 y 30% de los tumores cerebrales pediatricos y hasta 8% de todos los
tumores cerebrales>*®78, Su incidencia se estima entre 5 y 6 casos por millon de nifios y

hasta 70% de los casos se diagndstica en pacientes menores de 10 afios 236789,

A pesar que entre 25 y 30% de todos los meduloblastomas se presenta en adultos,
normalmente menores de 40 afios?>*®°, las caracteristicas clinicas, evidencia genética y

rasgos moleculares sugieren que son tumores diferentes a los que ocurren en nifios®®.

En general, son tumores mas prevalentes en hombres que en mujeres a razon de 1.5-2:123810,

No obstante, existe variacion conforme a los diferentes subgrupos de meduloblastomas?®.

Las primeras descripciones de dichas neoplasias ocurrieron en la década de 1920, cuando
Harvey Cushing y Percival Bailey lo identificaron como un tumor de células pequefias y
azules del cerebelo®’®°, En un comienzo fue considerado como un glioma cerebelar
pediatrico, pero, posteriormente, se reclasifico y se postulé que derivaba de una célula
indiferenciada que reviste el epéndimo del cuarto ventriculo denominada “meduloblasto”,

sin embargo, todavia no se reconoce que exista tal célula embrionaria’8?®.

Son los tumores embrionarios pediatricos méas frecuentes del sistema nervioso central (SNC)
(hasta 90% de los casos!!) y se consideran de alto grado de acuerdo con la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), grado IV/IV, pues, en general, a pesar de un
tratamiento agresivo, hasta 30% de los pacientes fallecen por la enfermedad y las secuelas
del tratamiento en los supervivientes afectan de forma considerable la calidad de vida,

principalmente secundario a déficits neuroldgicos permanentes36.7:8.12

Las manifestaciones clinicas suelen ser inespecificas (nduseas, fatiga, retraso en el desarrollo
escolar, etc.) y usualmente son consecuentes al aumento de la presion intracraneal por
hidrocefalia (cefalea, vomito, papiledema) o a efectos directos del tumor. Los sintomas

pueden llegar a ser intermitentes y evolucionar en un periodo de semanas a meses. Entre los



sintomas neuroldgicos concretos se encuentran la ataxia, las dificultades motoras y los

problemas visuales, entre otros!L,

Las metastasis suelen presentarse hasta en 40% de los casos al momento del diagnostico
inicial, y ocurren via liquido cerebro espinal afectando principalmente a las leptomeninges,

raramente metastatizan a médula 6sea, ganglios linfaticos o visceras®®913,

1.2 Diagnostico

Los meduloblastomas corresponden a la mitad de los tumores que ocurren en la fosa
posterior’, soliéndose originar en el vérmix cerebelar (75% de los casos®) y ocupar el cuarto

ventriculo o, de forma menos comdn, pueden localizarse en un hemisferio cerebelar®®.

Mediante estudios de imagen suelen identificarse como lesiones sélidas, raramente quisticas,
expansibles, no calcificadas y usualmente sin necrosis, hipointensas en T1, hiperintensas en

T2, que realzan al contraste en T1 y que no difunden en la resonancia magnética de difusion®?.

MacroscOpicamente son lesiones de aspecto “carnoso” color rosa grisaceo, de consistencia
friable 0 masas mas circunscritas y firmes dependiendo del tipo histologico®. La presencia de

hemorragia es variable y en algunos casos puede haber necrosis*!.

Microscopicamente son lesiones hipercelulares dispuestas en patron sélido e infiltrante
compuestas por células de tamafio pequefio a mediano con nucleo hipercromatico y escaso
citoplasma, se identifica moldamiento nuclear, pleomorfismo moderado y alto indice
mitdsico (Fig. 1A).

La clasificacion histoldgica de los meduloblastomas se describi6 por primera vez en la década
de 1980 y para el afio 2007 la OMS reconoci6 cinco patrones histologicos. En la actualidad,
con base en la clasificacion “OMS 2016” se describen cuatro patrones microscopicos: el
patrén clasico, el desmoplasico nodular, el meduloblastoma con extensa nodularidad y el

anaplasico/células grandes 6891213



1.2.1 Clasificacion histoldgica

Meduloblastoma clasico

Es el patron histologico mas comun, entre 66 y 72% de los casos, suele presentarse en la linea
media y con mayor frecuencia en la nifiez?. Microscopicamente la distribucion de la neoplasia
es sincitial o en hojas densas (Fig. 1C) compuestas por células indiferenciadas del tipo de
células pequefias, redondas y azules con un radio nucleo citoplasma amplio, presenta mitosis
y cuerpos apoptdsicos frecuentes, ademas puede desarrollar diferenciacion neurocitica
representada por rosetas de Homer-Wright (Fig. 1B). No presenta desmoplasia, excepto

cuando hay invasion a las leptomeninges®’8°.

Patron desmoplasico nodular

Representa 20% de los meduloblastomas. Afecta preferentemente los hemisferios
cerebelares, pero también puede ocurrir en la linea media, y se presenta en nifios,
adolescentes y adultos. En infantes su incidencia llega hasta 57% de los casos y en los adultos

hasta 21%. En nifios menores de 3 afios puede asociarse al sindrome de Gorlin®**,

Aunque puede recurrir de forma localizada, las metastasis al momento del diagnostico son

menos frecuentes que en los otros patrones histoldgicos®.

Histologicamente se distinguen grupos nodulares densos compuestos por células de aspecto
embrionario con variable diferenciacion neurocitica y neurdpilo, sin presencia de reticulina
intercelular (islas pélidas), en la periferia de los nddulos hay células indiferenciadas y
depdsito pericelular de coladgena (desmoplasia), detectable por el depoésito de reticulina (Fig.
1D). Las mitosis son mas frecuentes en las zonas internodulares y no hay formacion de

rosetas neuroblasticas®’8°.

@ Para este trabajo, la categoria “infante” corresponde a nifios menores de 3 afios y la categoria “nifiez”
abarca entre los 3 y 10 afios.



Patrén con extensa nodularidad

Representa 4.2% de los casos, pero en infantes puede corresponder a 20%. 80% de los casos

se presenta en el vérmix cerebeloso y también puede asociarse al sindrome de Gorlin®*?,

En la histologia se identifican grupos celulares con diferenciacién neurocitica, que
frecuentemente coalescen. Las &reas internodulares presentan abundante tejido de tipo
neuropilo, lo que le da un aspecto lobular, y escaso componente de tipo reticulina (Fig. 1E).

La actividad mitdsica es nula o baja en las areas neurociticas®"8°.

Patréon anaplésico/células grandes

En conjunto corresponden a 10% de los meduloblastomas. Anteriormente, se describian
como patrones histolégicos separados, sin embargo, la OMS refiere que el patron puro de
células grandes es extremadamente raro y la mayoria de los casos también contienen areas

anaplasicas, por tanto, los agrupé en el afio 2016571,

La anaplasia se caracteriza por células aumentadas de tamafio (>2 veces el tamafio de las
células convencionales'#), con pleomorfismo nuclear marcado, moldamiento nuclear franco,
abundantes mitosis y cuerpos apoptdsicos, mientras que las células grandes corresponden a
células redondas, uniformes, con ntcleo vesicular y nucléolo prominente (Fig. 1)%78°. No
existe un consenso en cuanto a la cantidad de mitosis, pero se sugieren mas de 10 mitosis por
10 campos a 40x’. Para realizar el diagnostico de este patron es necesario que 50% del

componente neoplasico presente las caracteristicas de anaplasia o de células grandes®®.

Dentro de este patron histoldgico se integran dos variantes morfologicas raras (< 1%) con
diferenciacion divergente miogénica o melanocitica (conocidos previamente como

medulomioblastoma y meduloblastoma melanocitico respectivamente)®9,



Figura 1. Los meduloblasomas son neoplasias de células indiferenciadas, pequefias, redondas y
basofilas (A), entre las que se observan abundantes mitosis; cuando existe mayor diferenciacion
pueden observarse rosetas de Homer-Wright (B). LA OMS reconoce cuatro patrones microscopicos:

patron clésico (C), desmoplésico nodular (D), extensa modularidad (E) y células grandes/anaplasico
(F). (Tomados de Orr, 2020).




Inmunofenotipo

De forma general, los meduloblastomas son reactivos a vimentina, sinaptofisina, SMARCB,
SMARCAA4, enolasa neuronal especifica y otros marcadores neuronales como MAP2 y
NCAM1, algunos tumores expresan factores de crecimiento de nervio como NGF, BDNF y
NT3, asi como sus receptores TrkA, TrkB y TrkC, y hasta 10% de los casos expresa proteina

acido glial fibrilar®2®,

Se refiere que una caracteristica celular del patron de células grandes es la

inmunorreactividad tipo “punto” (dot-like) de la sinaptofisina®®.
1.2.2 Clasificacion molecular

En clasificaciones previas a la 42 edicion de los tumores del SNC de la OMS se
correlacionaban las variantes histologicas de los meduloblastomas con las variables

clinicas”®, no obstante, la correspondencia prondstica no era constante.

Mediante técnicas gendmicas, en el afio 2002 se demostro que existen grupos moleculares
con expresiones genéticas distintas, las cuales tienen mayor correlacién prondstica que los
criterios histoldgicos o clinicos'”*8, Con base en ello, el Grupo de Trabajo Internacional en
Meduloblastoma definio 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 demografica, clinica y prondstica especificas (fig. 2) 917192021

En el afio 2014 se propuso un algoritmo diagndstico para la clasificacion molecular en los
cuatro subgrupos y para el afio 2015 la OMS reconoci6 a dichos grupos como entidades
bioldgicas distintas y las introdujo dentro de la clasificacion de los tumores del SNC 2016°.
La importancia de tal hecho radica en que actualmente la clasificacion molecular puede ser
un mejor indicador prondstico que el grado de la OMS en la evaluacion tanto de la

supervivencia global como de la supervivencia libre de recurrencias?.
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Figura 2. Subgrupos moleculares de los meduloblastomas: clinica, histologia, alteraciones en el nimero de

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

Grupo WNT

Representa de 10 a 15% de los casos®’%%, afecta por igual a ambos sexos®®1718 y,
comdnmente, los pacientes tienen entre 7 y 14 afios®’. En los adolescentes y adultos jovenes
representa hasta 15% de los casos y es poco frecuente en infantes®2°.

Se presenta en la linea media (pedunculo cerebelar y angulo cerebelopontino)®, y pueden
protruir por el foramen de Luschka’. El origen se postula de las células madre cerebrales
dorsales originadas en el labio rémbico inferior, las cuales recubren el cuarto ventriculo®®17,
Casi todos los tumores con activacion de esta via presentan histologia clasica, raramente se
han reportado casos con morfologia anaplasica y la variante desmoplasica nodular no se
presenta en este grupo®.

La activacion de la via WNT (Fig. 3) puede demostrase con la acumulacion nuclear de p-
catenina, a diferencia de los otros tipos de meduloblastomas que aunque pueden presentar
algun grado de inmunorreactividad para B-catenina esta suele ser citoplasmatica. Hasta 90%

de los casos presentan monosomia 6 y/o mutacion en el exon 3 del gen CTNNBL1. Otros genes
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mutados son DDX3X (36-50% de los casos), SMARCA4 (19-26.3%), Tp53 (12.5-14%),
CSNK2B (14%), KMT2D (12.5%), PIK3CA (11%) y EPHA7 (8%)356.7:918.23,

Existe una rara asociacion entre este grupo y la mutacion germinal del gen APC,
principalmente en los casos que son negativos para la mutacion en CTNNB137918, Dicha
asociacion ocurre debido a que la proteina APC forma parte de un complejo de destruccion
que degrada la B-catenina, por lo tanto, la pérdida de la proteina APC deriva en la
acumulacion citoplasmatica y nuclear de la B-catenina. Esto explica el mayor riesgo de los
pacientes con poliposis adenomatosa familiar, en quienes hay pérdida funcional del gen APC,
de desarrollar meduloblastomas WNT en comparacion con la poblacion general®®.

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

El estudio subestructural de este subgrupo molecular revel6 dos subtipos: WNTa que
corresponde a 70% de los casos y predomina en los nifios y WNTp de predominio en adultos’.
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 afios®>61217.18 ge
refiere que aln los pacientes con histologia de células grandes/anaplasicas mantienen el buen
pronostico de este subgrupo!’?. Sin embargo, los pacientes mayores de 16 afios suelen tener
un pronostico intermedio® y los adultos un peor pronostico®?,

Uno de los postulados para el prondstico favorable es la permeabilidad de la vasculatura,
debido a que no hay un desarrollo completo de una barrera hematoencefalica, los
medicamentos quimioterapéuticos son accesibles a las células neoplasicas. Esta caracteristica

vascular es la que ocasiona el fenotipo hemorréagico de estos tumores durante la cirugia®*218,

Grupo SHH

Representa entre 25 y 30% de los casos globales 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 y adultos®”°121718 En |os adultos es el subgrupo mas comdn,

llegando a representar hasta 60% de los casos’. La relacion hombre-mujer suele ser de 1.5:1°.

12
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Figura 3. Vias de activacion WNT y SHH. En la via WNT, la acumulacion nuclear de la p-catenina 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 transcripcion 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 2.

(tomado de Skowron P, Ramaswamy V & Taylor M, 2015).

Se localizan principalmente en un hemisferio cerebelar, pero pueden ocurrir también en el
vermis”*°, Debido a la predileccion por involucrar la porcion lateral del cerebelo, se postula
que la célula de origen deriva de precursores neuronales granulares de la capa granular

externa, células ATOH1 positivo, o de células del ntcleo coclear®?,

Todas las variantes histoldgicas pueden ocurrir en este subgrupo, pero mas de 50%
corresponde a la variante desmoplasico-nodular, seguida del patrén cléasico y en tercer lugar

la variante de células grandes/anaplasicas’.

Las principales mutaciones que activan la via SHH (Fig. 3) 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%) 36.7:9.1217.1823
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Las alteraciones citogenéticas mas comunes son las pérdidas del 9q y 10q, lo que deriva en
pérdida de la heterogenicidad de PTCH1 (9922) y SUFU (10924), ambos reguladores
negativos de la via SHH3Y'.

Los marcadores de inmunohistoquimica Utiles para diagnosticar el grupo SHH son GAB1 y
YAP18. GABL suele presentarse Ginicamente en los casos con activacion SHH o mutacion en
PTCH1, mientras que YAP1 se presenta en casos SHH o WNT, pero no en los grupos 3 o 4°.
La reaccion de inmunohistoquimica suele variar dependiendo de la variante histolégica, en
el patron desmoplasico nodular la reaccion suele ser mayor en las regiones internodulares,

mientras que en el resto de los casos suele ser una reaccion difusa®.

Las metastasis suelen presentarse en 20% de los casos?°. El prondstico general de la variante
SHH se aproxima a 70%?8, pero esta influido por la presencia de la mutacion en el gen TP535,
por lo que este subgrupo se divide en dos subclases reconocidas por la OMS: TP53 silvestre
y TP53 mutado®°18,

Grupo SHH con TP53 silvestre

Generalmente ocurre en pacientes menores de 4 afios, adolescentes o adultos jovenes®. La
activacion de la via SHH con TP53 silvestre 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 prondstico de supervivencia

se describe entre 76 y 80% a cinco afios’8.

Grupo SHH con mutacién en TP53

Es una variante rara que ocurre aproximadamente en 20% de los casos SHH y afecta a nifios
entre 4 y 17 afos®?. 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 TP535718,

A pesar que los meduloblastomas SHH suelen presentar menor frecuencia de metastasis que

otros grupos, la variante TP53 mutante puede presentar implantes en el neuroaxis®. En
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adicion, la mutacién TP53 puede presentarse en casos de recaidas tumorales aun cuando el

tumor primario pertenecia al subgrupo SHH con TP53 silvestre®.

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

aproximadamente 40% a cinco afios® "8,

Subclases SHH mediante metilacion de ADN

Ademas de la subclasificacion segun el estado de TP53, mediante metilacion de ADN y
técnicas gendmicas se ha subdividido al subgrupo SHH en cuatro subclases®”8, El
Consorcio Internacional de Avances Genomicos en Meduloblastomas (MAGIC por su
nombre en inglés) describe cuatro subclases catalogadas mediante metilacion de ADN y

arreglos de expresion génica: a, B, y y 837

La subclase o predomina en los nifios mientras que la B lo hace en adultos’. En los infantes,
ocurren las subclases B y y, pero la primera conlleva peor pronostico (67% comparado con

88% a cinco afios)’.
Grupo no WNT/SHH

Los subgrupos WNT y SHH hacen referencia a la via molecular alterada, sin embargo, en los
otros dos subgrupos se desconoce la via, por ello se designan de forma genérica como

subgrupo 3 y subgrupo 417

Debido a la falta de claridad en la via de lesion y a que los subgrupos 3 y 4 comparten
caracteristicas citogenéticas que se traslapan y que pueden dificultar su diferenciacion
diagndstica, la OMS 2016 integr6 ambos subgrupos en la categoria provisional “no
WNT/SHH"679,

El subgrupo no WNT/SHH alberga aproximadamente 60% de los meduloblastomas®’. La
histologia clasica es la mas frecuente, seguida del patrén de células grandes/anaplasicas
(preferentemente en el subgrupo 3), mientras que las variantes desmoplasico nodular y

extensa nodularidad no suelen presentarse®’.

Ocurren en la nifiez, afectando preferentemente al sexo masculino 2:1°, pero hasta 25% de

los meduloblastomas en adultos entran en este subgrupo’.
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Preferentemente afectan la linea media (cuarto ventriculo) y la inmunohistoquimica es

negativa para GAB1 y YAP1 y positiva para p-catenina en el citoplasma®’.

El pronostico de este subgrupo es desfavorable comparado con los grupos WNT y SHH y las
metastasis al momento del diagndstico alcanzan hasta 30%"°.

Debido a variantes de nucleétido tinico, la biologia de este subgrupo no esta bien establecida’,
ademas se reportan casos con sobreposicion molecular entre ambos subgrupos, en los que los
estudios de metilacion han confirmado su estrecha relacion?®. Inclusive, con base en dichos
estudios se ha propuesto una zona gris que podria derivar en una reestructuracién entre 4 a 8

subtipos?®.

A pesar de ello, hay ciertas caracteristicas que pueden apoyar la diferenciacion entre los
subgrupos 3 y 4, ademas, la relevancia de tal separacion surge cuando se considera que la
supervivencia de los pacientes del subgrupo 3 varia entre 50 y 60%, mientras que en el

subgrupo 4 lo hace entre 70 y 80%.
Grupo 3

Ocurre aproximadamente en 20-30% de los casos y afecta principalmente a nifios entre tres
y cinco afios, en quienes puede representar hasta 45%, es extremadamente raro en

adultost7:8.17.18,24

El origen celular se postula de células madre neurales CD133+°. Las alteraciones presentes
en este subgrupo son el isocromosoma 17q (40-50% de los casos), ganancia de los
cromosomas 1q y 7 o pérdida de los cromosomas 8, 10q y 16q, activacion de GFILA/GFI1B,
amplificaciones de MYC (17-25% de los casos), OTX2 (7.7%) y NMYC (5%), asi como,
mutaciones en SMARCA4 (10.5%), KBTBD4 (6%), CTDNEP1 (5%), KMT2D (5%) y
LRP1B (4.6%)3567:121822

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
con lecho tumoral primario libre de lesion®%8, La supervivencia global va de 20 a 50%?2;

varia segun la presencia de factores de mal prondstico, como: histologia anaplasica/células
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grandes, enfermedad metastasica, presencia del isocromosoma 17q y amplificacion de MYC,

en éste Gltimo caso la supervivencia llega a ser de 20% a los cinco afios®6711:18:27,

Mediante diferentes métodos moleculares se ha propuesto clasificar al subgrupo 3 en diversos
subtipos, primero con base en la expresion génica se propusieron dos subclases: c1 y c5. El
grupo cl se asocia a la amplificacion MY C y tiene mal pronostico, mientras que el grupo ¢5
se asocia a aneuploidias y tienen un mejor pronostico®. Otras propuestas han clasificado a

éste subgrupo en tres clases: o, By y, 0 en dos clases: bajo riesgo y alto riesgo®.
Grupo 4

Es el subgrupo mas frecuente, entre 35 y 40% de los casos®*21820 E| pico de incidencia es
en la nifiez tardia y la adolescencia, entre los 5 y los 15 afios, siendo menos frecuente en

infantes y en adultos®”%12, La relacion hombre-mujer suele llegar a ser hasta 3:1718,

A pesar de ser el subgrupo méas comun, sus caracteristicas bioldgicas son las menos
detalladas*®?°. No se conoce la célula de origen, no obstante, las alteraciones citogenéticas
identificadas hasta en 80% de los casos involucran al cromosoma 17: delecion 17p, ganancia
179 o combinacion de ambas en forma de un 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%), NMYC (5-10%),
GFI1/GFI1B (5-10%), KMT2C (6%), KBTBD4 (6%), OTX2 (6%), CDK®6 (6%) y ZMYM3
(6%)>>61218 | as mutaciones con pérdida de funcion de KDM6A, ZMYM3 y KMT2C son

mutuamente exclusivas en este subgrupo®.

El prondstico puede llegar a ser de hasta 95% dependiendo del grupo de riesgo®’, aunque en
general el pronostico es intermedio entre los grupos WNT y grupo 3, pero el prondstico puede
ensombrecerse en los casos metastasicos, que llegan a ser de hasta 40% al momento del
diagnostico. A diferencia del grupo 3, los pacientes con isocromosoma 7 o con pérdida del
cromosoma 11 presentan un prondstico favorable®!®, Las recurrencias suelen deberse a

diseminacion tumoral con sitio primario libre>912,
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Patrones histolégicos no reconocidos por la OMS

Ademas de los cuatro patrones histoldgicos reconocidos por la OMS, previamente descritos,
Orr (2020) refiere tres patrones microscopicos y moleculares con relevancia clinica: patron
clasico bifasico, patron de ganglioneuroblastoma y patrén paucinodular’.

El patrén clésico bifasico se compone de células dispuestas en hojas entremezcladas con
nodulos celulares con diferenciacion neurocitica. Tales nodulos presentan contornos
irregulares y no estan rodeados por reticulina a diferencia de la variante desmoplésica
nodular’. Ademas, a diferencia de la variante desmoplésica nodular que se suele asociarse al
subgrupo molecular SHH, el patron clasico bifasico suele hacerlo al grupo no WTN/SHHS,
y presenta mas frecuentemente alteraciones citogenéticas de mal prondstico como el

isocromosoma 17q y la amplificacion MYC o NMYC’.

El patron de ganglioneuroblastoma representa menos de 1% de los meduloblastomas y se
compone por grupos de células ganglionares y neurociticas. Usualmente es de localizacion

supratentorial y dada su rareza no se ha asociado a algdn subgrupo molecular especifico’.

Por altimo, el patron paucinodular o meduloblastoma desmopléasico corresponde a un tumor
con morfologia predominante de células indiferenciadas con estroma desmoplasico con rara
formacion de nodulos de diferenciacion. Es importante diferenciarlo del patrén clasico con

invasion a leptomeninges porque el patron paucinodular se asocia al grupo no WNT/SHH’.
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Capitulo 2. Marco teorico
2.1 Diagnostico anatomopatoldgico integrado

La categoria “diagnostico integrado" fue acufiada por Louis y colaboradores en la reunion de
la Sociedad Internacional de Neuropatdlogos realizada en Haarlem, Paises Bajos, en 2014,

con la intencidn de reconocer la conexion entre histologia y biologia molecular33L,

Tal encuentro marco las pautas que se adoptarian en la clasificacion OMS 2016, entre las que
resaltan: 1. Las neoplasias deben de definirse de forma precisa y objetiva con el fin de
establecer categorias grupales clinicas y biologicas, 2. La informacién molecular debe
incorporarse a la definicion de ciertas neoplasias en las que el mero diagndstico descriptivo
solo es aceptable cuando no se cuente con métodos de clasificacion molecular, 3. Un
diagndstico final estandarizado se constituye por un formato de niveles, y 4. La metodologia
y los parametros utilizados en los estudios moleculares deberian de incluirse en el reporte

con el fin de proveer detalles de significancia interpretativa®!.

Al respecto, el formato multinivel alude a cuatro estratos estandarizados: la informacion
molecular, el grado de la OMS, la clasificacidon histoldgica y el diagndstico integrado, siendo
éste Gltimo el estrato mas alto®. Ejemplos de su aplicacion en el estudio de los

meduloblastomas se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos del uso del formato multinivel y el diagnéstico integrado en los meduloblastomas

1. Diagnéstico integrado

Ejemplo 1 Ejemplo 2

Meduloblastoma de tipo clasico, | Meduloblastoma de tipo células

grupo WNT con mutacion TP53, | grandes/anaplasico, grupo SHH con mutacion

Grado IV de la OMS TP53 y amplificacién GLI-2, Grado IV de la
OMS
m Meduloblastoma clasico Meduloblastoma células grandes/anaplasico
3. Grado de la OMS v v
4. Informacion molecular WNT, mutacién TP53 SHH, mutacién TP53, amplificacion GLI-2
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Por lo tanto, el enfoque del diagnostico integrado y el formato multinivel promueve reducir
la variabilidad diagnostica inter-observador, ayuda a seleccionar mejor la estratificacion de
riesgo de los pacientes, es méas certero en la prediccion de la respuesta al tratamiento, puede
facilitar el desarrollo de terapias blanco, establece un prondstico personalizado y apoya al

conocimiento de los mecanismos de tumorigénesis'>?,

2.2 Relevancia Traslacional

La clasificacion de los meduloblastomas (MB) en cuatro subgrupos moleculares principales
ha representado un punto de inflexion en el manejo de los pacientes.

De forma general, el manejo estandar que ha producido la mayor superviviencia se compone
de reseccion quirdrgica maxima seguida de radiacion craneo-espinal y quimioterapia
adyuvante (supervivencia promedio de 80% a cinco afios en nifios sin metastasis y sin tumor
residual mediante tomografia, y de 60% en nifios con metastasis o tumor residual detectable
mediante tomografia >1.5 cm?)*20,

A pesar que los porcentajes de superviviencia puedan ser considerables, el grado de toxicidad
es alto y el riesgo de efectos adversos en el neurodesarrollo de nifios menores de 3 afos
tratados con radiacion aumenta de manera inversamente proporcional a la edad. Ademas,
otros efectos adversos son la pérdida auditiva, comdn en pacientes tratados con radiacion o
agentes con platino, la falla en el crecimiento, practicamente en la totalidad de los pacientes
prepuberes, deficiencias neuroenddcrinas, infertilidad, y el desarrollo de neoplasias
secundarias al tratamiento, documentadas hasta en 5% de los casos®®>?°.

Debido a tales efectos adversos, diversos trabajos se han propuesto evaluar modificaciones
en los regimenes de tratamiento. Estudios como NCT00085202, NCTO00085735,
NCTO01878617, NCT02066220, SIMB03 y ACNS0331 han demostrado que la reduccion en
el volumen del lecho tumoral aunado a la introduccion de radioterapia de protones puede
impactar favorablemente en el prondstico neurocognitivo sin disminuir la supervivencia
dependiendo el grupo molecular®%22,

Por ejemplo, pacientes con MB WNT, quienes tienen un pronostico excelente (supervivencia
libre de enfermedad a 5 afios, mas del 90%), actualmente se consideran para la reduccion

controlada del tratamiento (https://clinicaltrials.gov). Ademas, diversos estudios destacan

gue pacientes tanto de este grupo como del grupo 4 se han beneficiado de reducciones en la
irradiacion craneo-espinal®.
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En el caso de los MB con lavia SHH activa el pronostico depende en gran medida de la edad
y caracteristicas genéticas especificas donde los nifios con tumores SHH mutados enTP53
tienen peores desenlaces. Actualmente se llevan a cabo ensayos clinicos dirigidos a la
estimacion de la eficacia de los inhibidores de la via SHH (por ejemplo, vismodegib)

(https://clinicaltrials.gov).

Los pacientes con tumores del grupo 3 tienen el peor pronostico, especialmente cuando se
asocia con la amplificacion de MYC, mientras que el grupo 4 tiene un prondstico intermedio.
No obstante, no se cuenta con estrategias terapéuticas dirigidas hacia blancos especificos para
estos subgrupos actualmente por lo que se necesita mejorar la precision diagnostica con
celeridad.

La figura 4 expone la propuesta de Ramaswamy y Taylor (2019) con miras a futuros ensayos
clinicos basados en estratificaciones de riesgo, tratamientos convencionales y terapias blanco

de acuerdo con caracteristicas moleculares de los meduloblastomas en infantes y nifios.

Future Infant Risk Stratification

Nonmetastatic and metastatic
~Pp - Chemotherapy only
- Genetic counselling

Nonmaetastatic
High-dose chemotherapy with prophylaxis
for the matastatic comparntment
Growp 3 —>» . tab
Metastatic = MYC amplification
- Prioritize for novel therapies
- Consider radiation

Future Noninfant Risk Stratification

—m - De-escalation of therapy

TPS3WT

- Incorporation of SHH antagonists
CRRI ——P TP53 mutant and/or MYCN amplified

- Prioritize for novel theraples and

referral for genetic counselling

Nonmaetastatic

Prophylaxis for the metastatic
comparnment
Metastatic = MYC amplification

Prioritize for novel therapies and
treatment of the metastatic compartmant

Group s —»

Chromosome 11 loss

- De-ascalation of therapy

Chromosome 11 balanced or matastatic
- Treatment or prophylaxis for the
metastatic compartment, future group 4
specific therapy

Figura 4. Ejemplo de propuesta de estratificacion clinica de riesgo y tratamientos en futuros ensayos clinicos

de pacientes con meduloblastoma con base en caracteristicas moleculares® (Ramaswamy & Taylor, 2019).
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Empero, no hay que perder de vista que para el establecimiento del subgrupo molecular se
requieren enfoques confiables de clasificacion que se puedan aplicar de forma reproducible
a los diferentes tipos de material disponible en el entorno clinico, como pequefias biopsias,
material congelado o tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFPE), ya sea de tumor

primario, metastasis o recidiva.

2.3 Métodos de clasificacion molecular

La biologia molecular provee informacion diagnostica, terapéutica y pronostica en maltiples
areas de la patologia, de forma sobresaliente en el &rea neuro-oncoldgica, pero para ofrecer
a los pacientes dichos beneficios es importante elegir de forma apropiada el método a
utilizar?®. La OMS 2016 no refiere algtin método especifico para la clasificacion molecular®,
la tabla 2 resume las principales ventajas y desventajas de algunos métodos vigentes de

clasificacion molecular de los meduloblastomas.
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Tabla 2. Métodos para clasificacion molecular de los meduloblastomas (adaptado de Orr, 2020)

7,32

Método

Ventajas

Desventajas

Inmunnohistoquimica

- Relativamente facil de implementar.

- Costo econdmico menor.

- Disponibilidad amplia en laboratorios de
patologia.

- Utiliza macromoléculas relativamente
estables (proteinas).

- Puede utilizarse en muestras con poco
tejido tumoral.

- Puede utilizarse en tejido fijado en
parafina.

- Puede ser un reto de interpretacion en
laboratorios con bajos volimenes de
muestras.

- La diferenciacidn divergente puede dar
lugar a clasificaciones indeterminadas.

- No diferencia entre los grupos 3 y 4.

Expresion de genes

- Distingue entre los cuatro grupos
moleculares.

- Puede utilizarse en tejido fijado en formol
y en tejido congelado.

- El costo econdmico, dependiendo de la
técnica va de moderado a alto.

- No estd disponible en todos los
laboratorios de patologia.

- Segln el método puede utilizarse RNA,
una  macromolécula  relativamente
inestable.

- Requiere tumor relativamente “puro”.

Metilacion de DNA

- Distingue entre los cuatro grupos
moleculares.

- Existen grandes series disponibles.

- Puede utilizarse en tejido fijado en formol
y en tejido congelado.

- Utiliza DNA, una macromolécula
relativamente estable.

- Puede afiadir a la clasificacion subtipos
dentro de los grupos moleculares y se
pueden detectar anomalias relevantes como
las amplificaciones de MYC, NMYC vy
GLI.

- La disponibilidad en los laboratorios de
patologia es limitada.

- El costo econémico es alto.

- No todas las muestras contienen
suficiente cantidad de DNA para la
clasificacion.

Hibridacion in situ
Fluorescente

- Evalta las amplificaciones MYC vy
NMYC.
- Los resultados son relativamente rapidos.

- Es de bajo nivel de clasificacion porque
s6lo identifica las amplificaciones en los
dos genes mencionados.

Secuenciacion de
DNA

- Puede realizarse en la mayoria de los
laboratorios moleculares modernos.

- Puede utilizarse en tejido fijado en formol
y en tejido congelado.

- Utiliza DNA.

- Muchos meduloblastomas no contienen
mutaciones definitorias (grupos 3y 4).

- Existen mutaciones cruzadas.

- El costo econémico es alto.

2.4 Expresion de genes

Fue el primer método descrito para la clasificacion molecular de los meduloblastomas y se

baso en la tecnologia Nanostring N-Counter. Mediante dicha técnica, en el afio 2012(2),

Northcott y colaboradores desarrollaron un panel validado y reproducible que de acuerdo con

la expresion génica pueden clasificar los meduloblastomas en los 4 grupos moleculares (fig.

5)3,
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Gene symbol Accession Gene description Cytoband Subgroup-specific
fold-change

WNT
WIF1 NM_007191 WNT inhibitory factor | 129143 2364
INC NM_002160 tenascin C 93 659
GADIJ NM_(00817 glutamate decarboxylase ! (brain, 67 kDa) 2g31 632
DKK2 NM_014421 dickkopf homolog 2 (Xenopus laevis) 4925 559
EMX2 NM_(04098 cempty spiracles homeobox 2 10g26.1 H“u7
SHH
PDLIM3 NM_014476 PDZ and LIM domain 3 44935 321
EYAL NM_172059 eves absent homolog | ( Drosophila) 8gl133 20.8
HHIP NM_022475 bedgehog interacting protein 4428432 199
ATOHI NM_005172 atonal homolog | (Dvosophila) 22 156
SFRPI NM_003012 secreted fnzzled-related protein | Spi2-pl 1l 155
Group C
IMPG2 NM_016247 interphotoreceptor matrix proteoglycan 2 gi22.ql123 15.1
GABRAS NM_000810 gamma-aminobutyric actd (GABA) A receptor, alpha § 15q11.2-qlI2 46
EGFLIT NM_198283 eyes shut homolog (Drosopiula) 6gl2 134
NRL NM_006177 neursl retina leucine zipper 14g11.1-gl1.2 1.5
MAB2IL2 NM_006439 mab-21-like 2 (C. elegany) 431 10.9
NPR3 NM_000908 natruretic peptide receptor Clguanylate cyclase C S5pid4—pl3 8.2
(atnonsniurene peptide receptor C)
Group D
KNCNAY NM_000217 potassium voltuge-gated channel, shaker-related 12p1ia2 164
subfamuly, member | (episochc ataxia with
myokymia)
EOMES NM_005442 comesodermin 3p213-p2l1.2 13
KHDRBS2 NM_152688 KH domain containing, RNA binding, 6glll 108
signal transduction associated 2
RBM24 NM_153020 RNA binding motif protein 24 6p22.3 10.7
UNCSD NM_080872 unc-5 homolog D (C. elegans) Spi2 10.7
OAS! NM_016816 Y Soligoadenylate synthetase 1, 40V46 kDa 12q24.1 105

Figura 5. Panel con 22 genes especificos para categorizar los meduloblastomas en cuatro subgrupos moleculares
elaborado por Northcott y cols. (tomada de Northcott P, Shih D, Remke M, Cho Y, et al., 2012)%,

Utilizando entre 5 y 6 genes especificos para cada subgrupo, crearon un panel final de 22
genes que demostraron una precision de 98% en la clasificacion molecular de los 101 casos
de la cohorte original. Dicho panel fue validado en tres cohortes independientes y entre las
conclusiones del proyecto se refiere que el ensayo de NanoString es capaz de predecir en
88% el grupo molecular de muestras nuevas de tejidos incluidos en parafina con una
precision grupal de 100%°%. En adicion, este método fue reproducido por Leal y
colaboradores (2018) en una corte brasilefa de 104 muestras en donde 100% fue
clasificable®*.
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Las ventajas del NanoString N-Counter son que distingue entre los cuatro grupos moleculares
y que puede utilizar tejido fijado en parafina, pero las principales desventajas son el costo
economico elevado del equipo, la variabilidad en las plataformas de perfiles de transcripcion
al comparar las bases de datos’ y que la efectividad disminuye de forma proporcional a los
afios de almacenamiento de la muestra en bloques de parafina.

Por ello, se han realizado estudios con otros métodos como los ensayos RT-gPCR y los
microarreglos para identificar la expresion de los genes propuestos por Northcott y cols.

En 2013 Kunder y colaboradores realizaron un estudio en el que utilizaron RT-PCR para
validar la expresion diferencial de 12 genes y 9 microRNAs y obtuvieron una eficacia del
97% en la clasificacién molecular de los cuatro grupos. El set de genes y miRNA fue validado
contra un grupo de 34 meduloblastomas clasificado mediante NanoString®.

Por su parte, en 2019, Cruzeiro y colaboradores modificaron el panel de 22 genes a uno de
20 genes, a partir del cual clasificaron una muestra brasilefia de 92 meduloblastomas en los
cuatro subgrupos moleculares mediante arreglos de baja densidad Tagman (TLDA). Para
probar el panel utilizaron la muestra de 763 meduloblastomas del estudio de Cavalli y
colaboradores (2017) y posteriormente validaron el panel comparando los resultados de 11
muestras aleatorias de la muestra brasilefia principal mediante metilacion de DNA¥.

La asignacion de los grupos moleculares resulto efectiva en 94.29% de los casos WNT, en
99.1% de los casos SHH, en 92.36% de los casos del subgrupo 3 y en 95.4% de los casos del
subgrupo 4%,

Por lo tanto, la eficacia del NanoString como de los ensayos RT-PCR es similar, no obstante,
la segunda es una técnica mas econémica y accesible en la mayoria de los laboratorios de

patologia (tabla 3).

Tabla 3. Comparacion entre el precio estimado y el tiempo de entrega de resultados de los métodos

NanoString, TLDA y RT-PCR para la expresion de genes®*

Estudios con metodologia | Precio estimado del equipo Tiempo de entrega de
Método propuesta resultados estimado
NanoString Northcott y cols. 287,817.60 USD 3-4 dias
PCR/TLDA Cruzeiro y cols. 92,600.00 USD 1 dia
PCR Kunder y cols. 30,000.00 USD 1 dia
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2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de biologia molecular desarrollada por Kary Mullis en 1986 cuyo
efecto es copiar millones de veces una secuencia especifica de DNA blanco mediante una
catalisis realizada por una DNA polimerasa, de forma que pequefias cantidades de DNA
puedan sintetizarse y copiarse fielmente para un analisis especifico®®.

Cuando para la reaccion se utiliza DNA génico se habla de la PCR convencional, pero si el
sustrato es DNA complementario (cDNA) entonces se habla de una PCR con transcriptasa
reversa (RT-PCR) a partir de RNA total®.

Los elementos necesarios para la reaccion son®:

- Templado: cadena de DNA que funcionaran como molde.

- DNA polimerasa: enzima que sintetiza las nuevas cadenas con la secuencia blanco.

- Primers: secuencias de oligonucléotidos que delimitan y son complementarios a la
secuencia blanco. El tamarfio suele oscilar entre 15 y 25 pares de bases (pb) y la
cantidad de C-G no debe superar 55% de la secuencia. Para la PCR se utilizan dos
secuencias de primers, una denominada forward (sentido) y otra reward
(contrasentido), a partir de las cuales se hibrida el templado y se extienden las cadenas
de DNA por la Taq polimerasa en direccion 5°-3".

- Desoxirribonucléotidos trifosfatados (ANTPs): bases nitrogenadas (adenina, timina,
citosina y guanina) con las que les la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas
de DNA.

- Buffer: solucion amortiguadora que generalmente esta compuesta por Tris-HCL.

- 16n magnesio (Mg+): cofactor enzimatico, puede estar incluido en el buffer.

- Agua destilada libre de nucleasas: disolvente en la reaccion.
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Cada reaccion consta de tres etapas (fig. 7):

- Desnaturalizacion: se calientan y se '

separan las cadenas de DNA a partir de - i " F
las cuales se obtienen los templados. © Taq Folimers) e— Desnaturabzaciin
- Hibridacion: se alinean los primers al ; ((N:"T : I |
extremo 3’del templado e hibridan la A Mg —I Hitwidacid
secuencia complementaria. 8 _ﬂl ’ -‘
- Extension: la Taq polimerasa acttia sobre — ORI
el complejo templado-primer y cataliza lQ‘—’-?.-‘-’—-
la  reaccion, afladiendo  dNPTs Cie ut.

complementarios para la creacion de Figura 6. Cada ciclo de la PCR consta de tres etapas (tomada
de Tamay de Dios L, Ibarra C y Velasquillo C., 2013)%,

cadenas completas de DNA.

El paso siguiente es el andlisis del producto de amplificacion. Para ello, se visualizan los

amplicones a través de electroforesis en gel de agarosa (fig. 7).

rg

HX) -

Figura 7. A través del gel de agarosa los amplicones se representan mediante bandas de tamafio especifico de
acuerdo con los PB que son comparadas con marcadores con peso molecular conocido (tomada de Tamay de
Dios L, Ibarra C y Velasquillo C., 2013)%,

PCR en tiempo real

Esta variante de la PCR se caracteriza porque simultdneamente se amplifica y se cuantifica
de forma absoluta el producto. Las bases se remontan a los trabajos de Huguichi y
colaboradores, quienes videograbaron en tiempo real la incorporacién de bromuro de etidio
al DNA en cada ciclo de la PCR en 1992%,
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La designacion de “tiempo real” se refiere a que en cada ciclo de la reaccion se detectan los
productos amplificados, de forma que es posible cuantificar la cantidad de DNA en la
muestra, a diferencia de la PCR punto final. Si se utiliza DNA gendmico entonces la
designacion es qPCR, pero si se utiliza cDNA entonces es RT-gPCR.

Los elementos utilizados en el PCR punto final son los mismos para la gPCR, pero
usualmente se utiliza un “master mix” que contiene ya la polimerasa, ANTPs, Mg+, el buffer
y el sistema de fluorescencia. Una ventaja de la gPCR es que la cantidad de RNAmM que puede
detectar puede ser en concentraciones bajas, a diferencia de la PCR punto final®.

Para la deteccion de los productos amplificados mediante gPCR se pueden utilizar dos tipos

de métodos:

- Especificos: pruebas basadas en hidrolisis y por hibridacion. Se caracterizan porque
utilizan una sefial de fluorescencia que detecta los productos amplificados mediante
el principio de “transferencia de energia de resonancia fluorescente”, a partir del cual

se transfiere la energia desde un donador fluorescente a un quencher (receptor) 3.

- No especificos: utilizan moléculas intercambiantes que tienen afinidad por el DNA
bicatenario y que al oxidarse generan fluorescencia. La molécula mas utilizada suele
ser el SYBR Green. Su ventaja frente a los métodos especificos es el menor costo,
aunque la desventaja suele ser que las moléculas pueden unirse a cualquier DNA

bicatenario, incluso el de los primers®.

En cuanto al andlisis de los resultados, éste suele realizarse a través de graficas de la

amplificacion generadas por un software encontrado en los termocicladores®,
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Capitulo 3. Disefio de la investigacion

3.1 Planteamiento del problema

El reconocimiento de los meduloblastomas como tumores complejos ha derivado en un
cambio de paradigma diagndstico, pasando del mero patron microscopico a la necesidad de

integrar la clasificacion molecular dentro de la practica anatomopatoldgica contemporanea.

Los meduloblastomas se subdividen en al menos cuatro subgrupos moleculares con
caracteristicas genéticas especificas que se correlacionan con variables clinico-patologicas.
Al ser una neoplasia con marcada heterogeneidad, el estudio molecular puede ofrecer a los
pacientes tratamientos personalizados, permite explorar las vias alteradas en este tipo de
tumores y favorece el estudio de nuevos marcadores Utiles en el diagnostico, tratamiento y

prondstico de la enfermedad.

Por ello, este trabajo propone determinar las variantes moleculares de los meduloblastomas

en pacientes atendidos en el HIMFG.
3.2 Pregunta de investigacion

¢ Cuales son las variantes moleculares de los meduloblastomas de los pacientes del HIMFG?
3.3 Justificacion

El retraso en el diagnostico molecular de los meduloblastomas puede afectar de forma
negativa la supervivencia y calidad de vida de los pacientes. No obstante, esto representa un
reto, especialmente, en paises con recursos econémicos limitados, en donde se ha retrasado
el diagnéstico molecular y con ello se puede afectar la supervivencia y calidad de vida de los

pacientes.

Proyectos recientes han propuesto clasificar los meduloblastomas en grupos moleculares
utilizando técnicas con métodos econémicos, robustos y que estan disponibles en la mayoria
de los laboratorios de patologia en todo el mundo. Este trabajo propone utilizar ensayos RT-
gPCR para clasificar los tumores de pacientes del HIMFG en cada uno de los cuatro grupos

moleculares con base en los genes propuestos por Northcott y colaboradores®,
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3.4 Hipotesis

Los ensayos de RT-gPCR permitiran clasificar los meduloblastomas de pacientes del HIMFG

en cuatro grupos moleculares en al menos 97% de los casos.
3.5 Objetivos

3.5.1 Objetivo general: Clasificar mediante ensayos RT-gPCR los meduloblastomas de

pacientes atendidos en el HIMFG de acuerdo con los cuatro grupos moleculares.
3.5.2 Objetivos especificos:

1. Integrar los ensayos RT-gPCR para el diagndstico molecular de los meduloblastomas
en el Laboratorio de Patologia Clinica y Experimental del HIMFG.
2. ldentificar el grupo molecular predominante de meduloblastomas en pacientes del
HIMFG con base en ensayos RT-qPCR.
3. Correlacionar el grupo molecular de los meduloblastomas con los parametros clinico-
patoldgicos del paciente:
a. Edad
b. Sexo
c. Localizacion

d. Tipo histopatoldgico

3.6 Metodologia

3.6.1 Disefio del estudio: transversal, descriptivo y retrospectivo.

3.6.2 Poblacion de estudio: muestras fijadas en formol e incluidas en parafina con

diagnostico histopatologico de meduloblastoma en el HIMFG entre los afios 1990-2020.

3.6.3 Muestreo: no probabilistico por conveniencia (105 casos de meduloblastomas y 20

controles de cerebelo de autopsia de pacientes no oncolégicos).

3.6.4 Criterios de inclusion: casos con diagnostico de meduloblastoma con tejido suficiente

y viable (necrosis menor de 30%).
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3.6.5 Criterios de exclusion: casos sin blogues de parafina, casos con diagnostico de

recidiva y muestras que contengan &cidos nucleicos degradados.
3.6.6 Descripcidn de los procedimientos:
A. Actualizacion de la base de datos y obtencion de datos clinico-patolégicos.

A partir del estudio previo realizado por Eguia Aguilar y Villavicencio Zepeda, se cuenta con
una base de datos de los meduloblastomas diagnosticados entre 1990 y 2016%’. Para afiadir
los afios restantes propuestos en este estudio se integraron los meduloblastomas
diagnosticados entre 2017 y 2020 a partir de la revision de las libretas del Departamento de
Patologia Clinica y Experimental del HIMFG del afio correspondiente y se obtuvieron los
siguientes datos demograficos: edad, sexo, localizacion del tumor y tipo histolégico. Para
complementar los datos faltantes y obtener otros datos importantes como extension,
tratamiento, recurrencia y supervivencia se consultaron los expedientes clinicos localizados

en el Departamento de Bioestadistica del HIMFG.
B. Extraccion de RNA

La extraccién de RNA del tejido en parafina se inici6 realizando 4 cortes de 10 micras de
grosor de cada bloque, los cuales se colocaron en un microtubo. Los pasos fueron:

1. Se limpié la cuchilla del microtomo para remover ribonucleasas.

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

3. 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 la
humedad y el aire pueden degradar parte del RNA.

4. Se coloco una capa de parafina en el bloque recién cortado para que el tejido no

estuviera en contacto con el aire o se cubri6 con papel parafilm.

El paso siguiente fue eliminar la parafina, para ello:

5. Seagregd 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.
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6. Selavo con 1 ml de Et-OH absoluto 3 veces por 3 min a temperatura ambiente (TA)
con agitacion; se centrifugo6 en cada ocasion a maxima velocidad (14000 rpm).
7. Se dejo evaporar el OH durante 5 min a TA o hasta que el tejido estuviera

completamente SecCo.

A continuacion se digirieron los tejidos:

8. Seagregaron 350 ul de buffer de digestion por muestra y se incubd a 42 °C hasta que
no se observo tejido. La tabla 4 se utilizo para colocar el 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 TA y de esta solucién

se agregaron 335 microlitros mas 15 microlitros de proteinasa K.

Tabla 4. Componentes y volimenes para buffer de digestién por muestra

Componentes Stock Con. deseada Vol.

Tris_HCI pH 7.8 1M 20mM 7 ul

EDTA 05M 10 mM 7ul

Prot. K 20 mg/ml 500 pg/ml 14 pl

SDS 10 % 1% 35ul

H20 287 ul
Vol. total 350 ul

9. Se incubd la solucién a 42 °C hasta que el corte se digiriera (el tiempo varié de
acuerdo al tiempo de fijacion, edad del blogue y tipo de tejido). Después de las
primeras 24 horas si todavia existia mucho tejido se agregaron 5 ul de proteinasa K
(20 mg/ml) y en caso de ser necesario, se facilito la disrupcion de los tejidos mediante
métodos fisicos como maceracion dentro del mismo tubo con un pistilo. En promedio

la incubacioén fue de 48 horas.
Para continuar se realizo la extraccion de RNA:

10. Se agregaron 600 pl de Trizol (tiocianato de guanidina), se agit0 la solucidn y se

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

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

13. Se agregaron 2 ul de glucdégeno (5 ug/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.

14. Al dia siguiente, se centrifugo a velocidad maxima a 4 °C por 20 min. Se decanto 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 elimin6 el Et-OH. Si
persistia el olor del fenol se hizo otro lavado igual.

15. Por ultimo, se dejo secar la pastilla en un ambiente libre de ribonucleasas y al final se
resuspendio el RNA total en 30 ul de agua libre de nucleasas- EI volumen del agua

dependié del tamafio del boton.

Posteriormente se realiz6 el tratamiento con DNASsa:

16. La pastilla de RNA se resuspendio6 en 30 pl de agua libre de nucleasas y se coloco en
cada muestra 1 pul de buffer DNAasa 10X (Thermo Scientific) + 1 ul de DNasa
(1U/ul) (cat. EN0521, Thermo Scientific). Se incub6 la solucién por 30 min a 37 °C
y al cabo de ese tiempo se incub6 10 min a 65 °C para inactivar a la DNasa.

17. La determinacion de la pureza y concentracion de la solucion se analiz6 mediante

nanodrop.

C. Ensayo RT-PCR

RT-PCR punto final

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 1 ug de RNA de cada tumor y el kit First Strand (cat
K1612, Thermo Scientific). La tabla 5 muestra los volumenes utilizados para la sintesis de
una muestra de cDNA.

33



Tabla 5. Componentes y volimenes para la sintesis de una muestra de cDNA.

Componentes Volumen
RNA 2 ul

Primer Random Hex&dmeros 100 puM, 0.2 pg/ pl (6A260 U/mL) 1l

Agua libre de nucleasas 8 ul

5X Buffer 250mM Tris-HCL (pH8.3), 250 mM KCL, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT | 4 ul
Inhibidor de RNAsa (200/pl) 1ul

10 mM dNTP Mix 2l
M-multiVReverse Transcriptase (20 U*/ul) 2 ul

Total 20 pl

Las condiciones de incubacion fueron a 37 °C por 30 min. Se afiadieron 1 ul 50 mM EDTAY
se incub6 a 65 °C por 10 min. La hidr6lisis del RNA se hizo durante el calentamiento con cationes
divalentes en ausencia de agente quelante. Se utilizé la preparacién del RNA como templado

para la transcriptasa reversa.

La PCR se realizd con el kit Go Taq Flexi DNA Polymerase (cat M8291A, Promega), se
utilizaron dos genes endégenos GAPDH y HPRT de 105 y 124 pb, respectivamente. La

reaccion se realizé como se muestra en tabla 6.

Tabla 6. Componentes y volimenes para la PCR por muestra.
Componentes Volumen
Agua libre de DNAsas y RNAsas REF 10977-015 13.875 ul
5X Green GoTaq Flexi Buffer Sl
Solucion Buffer MgCl, (25 mM) 2 ul
Nucléotido MIx PCR (10 mM) 0.5ul
Foward (10 mM) 0.75 ul
Reward (10 mM) 0.75 ul
GoTaq GzFlexi DNA polimerasa (5 u/ul) 0.125 ul
Total 25 ul
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El protocolo de ciclado para la amplificacion fue el recomendado por el fabricante (tabla 7):

- Colocar las reacciones en el termociclador precalentado a 95 °C.

- Se realiza un paso inicial de desnaturalizacion en el que las muestras se calientan a
95 °C por 2 min para asegurarse que el DNA blanco estd completamente
desnaturalizado. No se recomienda que la duracién sea mayor a 2 min.

- El tiempo de extension debe de ser de al menos 1 min/kb.

Posterior a ello se separan los productos de la PCR mediante electroforesis en el gel de
agarosa.

Tabla 7. Condiciones de termociclado para kit Go Taqg Flexi DNA Polymerase

Paso Temperatura ( °C) Tiempo NUmero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 0.5-1 min
Templanza 42-65 0.5-1 min 25-35
Extension 72 1 min/kb
Extension final 72 5 min
Sumersion 4 indefinido 1

RT-gPCR

La sintesis de cDNA se realizara con el kit RT2 First strand. Para la gPCR se utilizara el kit
RT2 SYBR® Green gPCR Master mix (Qiagen) y los arreglos de 96 pozos Custom RT2 PCR
Arrays (Qiagen). La reaccion se realiz6 como se muestra en tabla 8.

Tabla 8. Componentes y volimenes para el mis de transcriptasa reversa
Componentes Volumen
Control P2 1w
Agua libre de nucleasas 3ul
5X Buffer BC3 4 ul
RE3 Reverse Transcriptase Mix 2l
Total 10 ul

Las condiciones para la incubacion seran: 42 °C por 5 min inmediatamente después detener
la reaccion mediante incubacion d 95 °C por 5 min.
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Para preparar el mix para la PCR se ponen los componentes en un tubo de 5 ml segun la

tabla 9.

Tabla 9. Componentes y volimenes para el mix de transcriptasa reversa
Componentes Volumen
2x RT2 SYBR® Green Mastermix 1350 pl
Reaccion de sintesis cDNA 102 pl
Agua libre de nucleasas 1248 wl

Total 2700 pl

Las condiciones de ciclado se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de termociclado para RT-gPCR.

Ciclos | Temperatura ( °C) Duracion Numero de ciclos
1 95 10 min La DNATaq polimerasa se activa al calentar.
40 95 155 Realizacién de fluorescencia para recolectar
60 1 min datos.

La configuracion de la placa y los genes propuestos se observan en la figura 8.

Figura 8. Placa de 96 pozos con los genes incluidos para realizar g°PCR
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Para la reaccion de amplificacion se utilizan 2 ul de cDNA. Las condiciones de amplificacion
son las recomendadas por el fabricante. Se utiliza un termociclador Aria Mx de Agilent. Los
genes que se evaltan por RT-gPCR son los 22 genes que han mostrado utilidad para
diferenciar entre los cuatro grupos de acuerdo con los estudios de Northcott y cols (2012),
Veiga Cruzeiro y cols (2019), Leal y cols (2018) y Kaur y cols (2019).

3.6.7 Plan de andlisis de datos:

Para evaluar mediante RT-gPCR los genes descritos en este protocolo se utilizard un
termociclador Aria Mx (Agilent). Los valores de Ct (cycle threshold) se registran en una hoja
de Excel. Estos valores se analizaran en la plataforma de Analisis Gene Globe de Qiagen. Se
utiliza el método de cuantificacion relativa con la formula 224t (Livak 2008) donde:

ACt= [(Ctgen interés — Ct gen enddgeno) de la muestral - (Ct gen interés — Ct gen

enddgeno) de la muestra control]

Posteriormente, se utilizara el test de Chi cuadrada para determinar las asociaciones entre el
panel de genes reportados por Northcott y colaboradores y el diagndstico molecular en 4
subgrupos de la muestra de pacientes del HIMFG; asi como, el diagnostico molecular por
PCR con las caracteristicas clinico-patoldgicas (edad, sexo, localizacion, y tipo

histopatolégico).
3.6.8 Variables:

A. Variable independiente:

- Alteraciones epigenéticas: modificacion en la expresion de genes por modificaciones que

no alteran la secuencia del DNA.
Escala de medicion: cuantitativa, discreta.

Categoria: Namero de copias del gen mRNA.
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B. Variable dependiente:

- Variantes moleculares de los meduloblastomas: grupos moleculares reconocidos por la
OMS.

Escala de medicioén: cualitativa, nominal.

Categorias: WNT, SHH, G3y G4

C. Variables universales

- Edad: edad al momento del diagnostico segun lo expresado en el expediente clinico.
Escala de medicion: cuantitativa, discreta.
Categoria: afios, meses.
- Sexo: se tomara el género de acuerdo a las notas del expediente.
Escala de medicion: cualitativa, nominal.
Categoria: masculino, femenino.

-Localizacién anatomica de la neoplasia: sitio donde presumiblemente fue el origen del

tumor.
Escala de medicion: cualitativa, nominal.

Categoria: Fosa posterior, supratentorial, etc.
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3.7 Consideraciones éticas:

Con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud®, este proyecto se clasifica como investigacion sin riesgo debido a que no implica

intervenciones directas en individuos®.

Este proyecto cuenta con la aprobacion de los comités de Investigacion, Etica en
Investigacion y Bioseguridad del HIMFG (anexo), y como parte de las consideraciones éticas
en investigacion se salvaguardar la confidencialidad de los datos personales extraidos de los
reportes histopatologicos y tanto el protocolo de investigacion como los resultados del

estudio estaran abiertos al acceso publico.

b Titulo segundo, Cap. | (De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos): Art. 17.
Titulo segundo, Cap. VI (De la Investigacién en Organos, Tejidos y sus Derivados, Productos y

Cadaveres de Seres Humanos): Art. 59 y Art. 60.
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Capitulo 4. Resultados preliminares
4.1 Actualizacion de la base de datos

El trabajo de Eguia Aguilar y Villavicencio Zepeda (2017) obtuvo un universo de estudio de
160 muestras entre 1990y 2016. En la actualizacidn de dicha base de datos entre 2017 y 2020
se obtuvieron 20 casos. De los cuales tres fueron revision de laminillas, en tres casos no hubo
bloques de parafina, dos casos correspondieron a recidiva tumoral y un caso fue re-
clasificado como tumor rabdoide teratoide atipico, por lo que al final se afiadieron 11 casos

a la base original (tabla 11). Dando un total de 171 casos finales.

Tabla 11. Casos afnadidos a la base de datos original
Q-17-549 Q-19-922
Q-18-67 Q-19-1070
Q-18-704 Q-19-2174
Q-18-2173 Q-20-619
Q-19-539 Q-20-706
Q-19-653

De los 11 casos afiadidos, seis ocurrieron en mujeres y cinco en hombres, por lo que la
actualizacion corresponde a 105 hombres y 66 mujeres. En cuanto a la histologia, de los casos
nuevos, cinco corresponden a la variante clasica, tres a desmoplasico nodular, dos a la
variante con extensa modularidad y uno a la anaplasica/células grandes, por lo que la
actualizacién corresponde a 108 casos clasicos, 45 desmoplésico nodular, 9 nodularidad

extensa y 9 anaplasico/células grandes.

Sin embargo, una de las desventajas de trabajar con tejido fijado en formol e incluido en

parafina es
4.2 Extraccion de RNA

La tabla 12 describe el caso, la concentracién y la pureza de las muestras a las que se extrajo
el RNA.
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Tabla 12. Muestras con extraccion de RNA

CASO CONCENTRACION | PUREZA CASO CONCENTRACION | PUREZA
(ng/ul) (260/280) (ng/ul) (260/280)
Q90-1 15111 1.89 | Q06-1 3606.5 1.68
Q90-2 1019.8 1.83 | Q06-2 32413 1.87
Q90-3 4624.4 1.87|Q06-3
Q90-4 605.6 1.8|Qo6-4 1140.5 1.83
Q91-1 1472.5 1.94 | Q006-5
Q91-2 3987.9 1.89|Q07-1 2046.9 1.75
Q91-3 3139.7 1.88|Q07-2
Q91-4 2440.4 1.88|Q07-3 788.6 1.94
Q92-1 3870.9 1.78 | Q07-4 693.4 1.89
Q92-2 4674.5 1.9|Q08-1 4171.8 1.84
Q93-1 3805.7 1.87 | Q08-2 4534.2 1.82
Q93-2 1262.5 1.87 | Q08-3 4388.1 1.87
Q93-3 448.7 1.79 | Q08-4
Q93-4 3900.1 1.81|Q08-5 267.1 1.86
Q93-5 4021 1.82 | Q09-1 693.9 1.76
Q93-6 3506.6 1.83 | Q09-2 2429.1 1.89
Q94-1 1311.9 1.79 | Q09-3 2645.8 1.84
Q94-2 282.7 1.86 | Q09-4 301.8 1.77
Q94-5 250.1 1.71|Q10-1
Q94-6 777.8 1.74 | Q10-2 2684.6 1.85
Q94-7 3529.9 1.75|Q11-1 363.3 1.83
Q94-8 2570.9 1.88|Q11-2 3282.4 1.9
Q94-9 492.8 1.9 Q11-3 332.5 1.81
Q95-1 2991.6 1.87 Ql1-4 216.8 1.79
Q95-2 3398.5 1.89 Q11-5 4988 1.84
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Q96-1 4724.3 1.86|Q11-6 1034.5 1.84
Q96-2 3539.3 1.8|Ql11-7 305.2 1.83
Q96-3 402.6 1.81/Q11-8 9588.6

Q96-4 372.6 1.85|Q12-1 2164.7 1.99
Q96-5 4507 1.8|Ql12-2

Q97-1 1964.2 1.89Q13-1 9013.1 1.87
Q97-2 3304.3 1.92Q13-2 2314.6 1.92
Q97-3 845.8 1.84|Q13-3 9688.5 1.85
Q98-1 305.4 1.85/Q13-4 969.3 1.84
Q98-2 513.2 1.88|Q13-5 4943 1.87
Q98-3 3042.5 1.95/Q13-6

Q98-4 3065.1 1.86|Q13-7

Q98-5 39454 1.95/Q13-8

Q98-6 122.9 1.66 | Q14-1 653.5 1.94
Q99-1 Q14-2

Q99-2 Q14-3 2017.3 1.87
Q00-1 3012.1 1.91| Q144

Q00-2 Q14-5 1439.2 1.94
Qo00-3 Q14-6

Qo01-1 3305 1.78Q15-1 4393.3 1.9
Qo01-2 6846 1.81|Q15-2

Qo01-3 3272.8 1.78|Q15-3 1965.5 1.87
Q01-4 2068.9 1.61|Q15-4 2525.6 1.73
Qo01-5 5096.3 1.78|Q15-5

QO01-6 Q15-6 1559.9 1.83
Qo01-7 Ql16-1

Q02-1 7702.2 1.83|Q16-2 1480.3 1.92
Q02-2 3320.1 1.85|Q16-3 3412.9 1.93
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Q02-3 Ql6-4 9505.9 1.79
Q02-4 5556.9 1.87|Q16-5 2928.4 1.96
Qo02-5 9208.6 1.83|Q16-6

Q02-6 2031 1.78|Ql16-7 3657.7 1.85
Q02-7 498.8 1.64 | Q16-8

Q03-1 4291.2 1.84Q16-9

QO03-2 5948.8 1.82Q16-10

Qo03-3 4224.3 1.87|Q17-1

QO03-4 Q18-1

QO03-5 382.5 1.92Q18-2

Q03-6 Q18-3

Q03-7 2247.8 1.91 Q18-4

Q04-1 2849.8 1.9 Q18-5

Q04-2 5233.2 1.81 Q18-6

Qo04-3 3726.9 1.83 Q19-1

Q04-4 1397.1 1.61|Q19-2

Q04-5 Q19-3

Q05-1 2211.2 1.83 Q19-4

Q05-2 Q19-5

Qo05-3 Q19-6

Q05-4 Q20-1

4.3 RT-gPCR

Se realiz6 RT-gPCR en 18 muestras aleatorias con genes enddgenos GPDH y HPRT para

evaluar la calidad e integridad de las muestras.

La siguiente imagen muestra los amplicones en el gel de agarosa mediante el cual se evalud

la amplificacion de los genes endogenos A) GAPDH y B) HPRT en una de las muestras.
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PM. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Debido a que no se termino el proyecto, éste se continuard y ampliara como trabajo de
Maestria en Ciencias Médicas en el Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas,

Odontoldgicas y de la Salud de la Universidad Nacional Autonoma de México (alumno ya

aceptado).
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Capitulo 5. Discusion

“Meduloblastoma” es una categoria que integra un espectro de entidades correspondientes a
un tumor embrionario de fosa posterior de predominio en la edad pediatrica. La histologia
por si sola es un método poco adecuado para la clasificacion diagndstical®, actualmente es
necesario acompaniarla de técnicas moleculares, solo asi se podran dar tratamientos optimos

a cada paciente.

Al personalizar la terapéutica, se mejorara la respuesta frente al tumor y se promovera una
supervivencia con mejor calidad de vida. No existe una pauta para la seleccion de la prueba
para la clasificacion molecular de los meduloblastomas, por lo que estudios recientes
consideran que al menos dos métodos deben utilizarse, en especial cuando podria haber

cambios en el manejo clinico®.

Decantarse por una u otra metodologia depende de multiples factores, entre los principales
los recursos econdmicos, materiales y humanos disponibles, pero también de la distribucion
de los grupos moleculares en la poblacion diana. La tabla 13 resume seis estudios con

diferentes metodologias.

Otro aspecto importante a considerar es el tipo de muestra. En general es posible utilizar
tejido fijado en formol e incluido en parafina en la mayoria de las metodologias de biologia
molecular, sin embargo, el tejido congelado ofrece ventajas en cuanto a la ampliacion de

estudios subsecuentes, ademas de que puede ser almacenado en bancos de tejidos.

La OMS reconoce cuatro subgrupos moleculares con caracteristicas genéticas especificas. El
grupo WNT vy el grupo SHH hacen referencia a la via molecular alterada, mientras que en los

grupos 3 'y 4 no esté clara la via de lesion, inclusive, estos grupos comparten caracteristicas.

El avance continuo de la biologia molecular ha permitido reconocer que no sélo entre los
cuatro grupos moleculares previamente descritos existen diferencias notables, sino que
también dentro de cada subgrupo se presentan variaciones distintivas. En forma de consenso,
dichas variaciones se designan con letras griegas mientras que no sea demostrada la

alteracion especifica®"171°,
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Tabla 13. Estudios recientes para la clasificacion molecular de los meduloblastomas

Estudio

Metodologia

Resultados

Se disefié un panel de 22 genes para diferenciar entre los 4 grupos.

Northcott y cols. 2012 NanoString La clasificacion fue correcta en 98/101 casos (97%).
Se valido la expresion diferencial de 12 genes (derivados del panel de
Northcott y cols) y 9 microRNAS.
La eficacia global fue de 97%, con una eficiencia especifica por grupo
-PCR de 100%, 93.3%, 85.7% y 100% en los subgrupos WNT, SHH, 3y 4,
Kunder y cols. 2013 - miRNA respectivamente
- IHQ Se utilizé un panel de 10 IHQ.
- FISH Se determind la amplification de MYC.
Kaur y cols. 2016 _RT-PCR Se evaluaron 6 genes y 2 miRNA.
- miRNA
_IHO - La concordancia ocurrid en 77/87 casos
Kaur y cols. 2018 _CTNNBL f Los res_ultados del panel de tres IHQ (GAP1 + YAP1 + B- catenina)
Ue preciso.
-FISH - El tiempo de almacenamiento que afecta la calidad de las muestras
- Nanostring fue en promedio > 8 afios TFFP.
Reprodujeron el panel y método de Northcott y cols en una corte
brasilefia de 104 muestras en donde 100% fue clasificable
Leal y cols. 2018 Nanostring correctamente.
Utilizé 20 genes del panel de Northcott y cols y la asignacién grupal
Veiga Cruzeiro y cols. | ~ TLDA resultd efectiva en 94.29%, 99.1%, 92.36% y 95.4% de los casos
2019 -PCR WNT, SHH, grupo 3y 4, respectivamente.

De esta forma, en cada grupo se han referido los siguientes subtipos moleculares: WNT o,
WNT B, SHH o, SHH B, SHH y y SHH o, Grupo 3 a, Grupo 3 B y Grupo 3 y, Grupo 4 «a,

Grupo 4 By Grupo 4 y.

El reconocimiento de multiples subtipos plantea la posibilidad de considerar que los cuatro

grupos moleculares hasta ahora reconocidos puedan ser simplificaciones de las verdaderas

subestructuras moleculares2°,

Estudios como la meta-andlisis internacional elaborada por Sharma y colaboradores en el

2019 ponen de manifiesto la necesidad de un conocimiento méas profundo de la complejidad
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molecular en la patogénesis de los meduloblastomas. Con un universo de 1501

meduloblastomas, mediante metilacion de DNA conjunta de los grupos 3 y 4 describieron un

espectro de 8 subtipos moleculares (I a VIII), los cuales pueden correlacionarse con

diferentes variables demogréficas, histoldgicas, clinicas, moleculares y de supervivencia (fig.

9). Asimismo, identificaron evidencia que apoya la subdivision del subtipo VIl en VII-A'y

VII-B?,
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Figura 9. Subtipos moleculares descritos por Sharma y colaboradores, los cuales representan un continuo entre

los subgrupos 3 y 4 (tomada de Sharma, Schwalbe E, Williamson D, Sill M et al. 2019).

47



Capitulo 6. Conclusiones

1. Debido a que el meduloblastoma es una neoplasia con una marcada heterogeneidad
intertumoral, proporcionar un diagnostico molecular permitird dar tratamientos
Optimos a cada paciente personalizando su terapéutica, mejorara la respuesta frente

al tumor y promovera una supervivencia con mejor calidad de vida.

2. Laimportancia de reconocer los cuatro grupos moleculares de los meduloblastomas
radica en que actualmente puede ser un mejor indicador prondstico tanto de la

supervivencia global como de la supervivencia libre de recurrencias.

3. A pesar de los beneficios y aplicaciones del diagnoéstico integrado, su desarrollo se
ha retrasado en paises con recursos econdmicos limitados, afectando la supervivencia

y calidad de vida de los pacientes.

4. Implementar metodologias de biologia molecular accesibles como la PCR representa
una oportunidad de aplicabilidad en los laboratorios de patologia.

5. El avance continuo de la biologia molecular ha permitido reconocer variacién
intragrupal entre los cuatro subgrupos de meduloblastoma. En forma de consenso,
dichas variaciones se designan con letras griegas mientras que no sea demostrada la

alteracion especifica.

6. EIl reconocimiento de subtipos moleculares plantea la posibilidad de considerar que
los cuatro grupos moleculares hasta ahora reconocidos puedan ser simplificaciones

de las verdaderas subestructuras moleculares.
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6V

ACTIVIDAD J;J(:;%AGOSTO SEPT | OCT NOV DICI ENZZF;? FEBRERO| MARZO| ABRIL Mzzzol
Seleccién y delimitacion del tema X
Realizacion del protocolo X X
Desarrollo del marco tedrico X X
Actualizacién de base de datos X X

Extraccion de RNA Se pospuso por la contingencia X X X
Realizacién de RT-qPCR Se pospuso por la contingencia X X X
Analisis de resultados preliminares X X
Elaboracién del manuscrito X
Revisidon del manuscrito por los tutores X
Entrega de la tesis X
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Alcances del estudio:

Integrar de manera rutinaria los ensayos PCR en el diagnéstico histopatologico de los
meduloblastomas en el Departamento de Patologia Clinica y Experimental del HIMFG puede
abrir la puerta para la aplicacion de medicina personalizada.

Conocer la distribucion de los subgrupos moleculares de los meduloblastomas atendidos en

el HIMFG puede ampliar la linea de investigacion.

Limitacion del estudio:

De abril a noviembre 2020 se mantuvo cerrado el departamento de biologia molecular por lo
que se retraso la extraccion del RNA y los ensayos PCR.

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.
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Anexo. Aprobacion de los comités de Investigacion, Etica en Investigacion y Bioseguridad del HIMFG.
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Ciudad de México, a 23 de abril de 2019 DG/1000f 293 /2019

Dra. Pllar Eguia Aguilar

Diepartamento de Patologia Clinica v Experimental
Presente

Informe a usted, gue los Comités de Investigacion, Etica en Investigacion y Bioseguridad, después de
haber revisado su proyecto HIM-2018-092 FF “CLASIFICACION MOLECULAR DE MEDULOBLASTOMAS
PEDIATRICOS', han emitido el dictamen de:

APROBADOC

En los términos v condiciones sefialades por dichos Comités, Por lo anterior, se autoriza su desarrolio,

Atentamente

s
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UMENTALY

Con copla:

Lic. Martha Reynoso Robles Jefa del Departamento Administrative de Controly Gestidn ala
Investigacion.
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