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RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En 2016 cambié la clasificacion histolégica por una molecular donde se deben
incluir, cuando sea posible los marcadores para gliomas difusos. El objetivo del
presente estudio es reportar la graduacion e histologia de tumores gliales difusos
en una serie de casos retrospectiva con estudios moleculares y de

inmunohistoquimica.

MATERIAL Y METODOS

En forma retrospectiva analizamos 82 casos de gliomas difusos de 2013 a 2018
en los cuales se incluyé un analisis morfologico y graduacion con 3 observadores:
dos neuropatélogos y un patélogo quirdrgico general, se tabularon los diagndsticos
histopatoldgicos para cada uno de ellos siguiendo los criterios de la OMS 2016. Se
analizaron variables estadisticas entre cada uno de los observadores usando IBM
SPSS Statistics y fleiss kappa. Ademas, se les practico a todos los casos: ATRX,
IDH, p53; FISH para codelecion 1pl19qg para aquellos diagnosticados como
oligodendrogliomas, y amplificacion de EGFR para los diagnosticados como
glioblastoma. Asi mismo se hizo correlacion entre el diagnostico morfolégico y si

hubo cambio o0 no en la clasificacion de los gliomas.

RESULTADOS

La concordancia entre tres patologos respecto al diagndstico morfolégico fue
moderada (k:0.531), pero la reproducibilidad entre el grado histolégico entre los
patdlogos y el diagndstico integrado fue fuerte (k: 0.619).

El diagnostico cambio en el 20.8% de los astrocitomas, en 23% de los
oligodendrogliomas y 7.3% de glioblastomas.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

A pesar de que morfologicamente la concordancia Inter observador es adecuada,
la concordancia en grado histologico es excelente en nuestra experiencia. La peor
correlacion Inter observador es con los astrocitomas anaplasicos, probablemente
causada por la variacion en los criterios histologicos de la OMS para distinguir
astrocitoma anaplasico y glioblastoma.

En esta serie demostramos que la concordancia entre patélogos experimentados y
el diagnostico integrado es buena. Sin embargo, los oligodendrogliomas siguen
siendo un reto diagnostico; en nuestra experiencia recomendamos en estos casos
dirigir pruebas de FISH, IDH y ATRX. Esto es importante sobre todo en paises con

acceso limitado a la tecnologia como el nuestro.



MARCO TEORICO

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan el 2% de todas las
neoplasias a nivel mundial. Actualmente, la tasa de incidencia global de los
tumores primarios del SNC es de 10.82 por cada 100 000 personas al afio. (1) En
América del Norte, segun datos de Globocan (2018), se presentan 27062 casos
nuevos en ambos sexos, con 19973 muertes al afio; convirtiendo a esta region en
el cuarto lugar de incidencia y mortalidad debido a tumores de cerebro y sistema
nervioso central. Estos parecen ser cada vez mas frecuentes, no tanto por un
verdadero incremento en su incidencia, sino por el incremento en la expectativa de
vida de la poblacion en general y por los avances tecnoldgicos que permiten un

diagnéstico mas oportuno con pruebas imagenoldgicas mas avanzadas.

En México, existen pocos registros sobre la prevalencia de estos tumores. Anaya y
colaboradores, muestran una cohorte de 20 afios agrupando poblacion de todas
las edades, sexo y tumores benignos o malignos, lograda en el Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, donde se establece que la
mayor prevalencia corresponde a meningiomas (33%) en la poblacion general, y
en segundo lugar los gliomas (22%), correspondiendo a 121 pacientes de 511

casos documentados. (26).

En todo el mundo, los tumores malignos primarios mas frecuentes del SNC son los
gliomas. Se considera que los gliomas se originan a partir de células madre gliales
(progenitoras) que desarrollan una caracteristica glial. (2) La mayoria de los
gliomas se caracterizan por un crecimiento infiltrado difuso de células tumorales
en el parénquima preexistente del SNC. Los gliomas difusos comprenden la mayor

parte del "cancer de cerebro" en adultos.

La clasificacién exacta de los gliomas difusos no soélo tiene implicaciones para la

atencion individualizada de pacientes (al estimar el prondstico y la terapia guia) y



para la conducta e interpretacion de estudios clinicos con nuevos enfoques
diagndsticos y terapéuticos, sino también para el analisis y comprension de los
origenes y comportamientos tumorales, asi como para la precision de las
tendencias de las enfermedades basadas en la poblacion que pueden implicar
etiologias genéticas. Por lo tanto, las revisiones periddicas de las clasificaciones
tumorales tienen efectos diversos e importantes en muchos aspectos de la salud

individual y de la poblacién.

Para ello, es indispensable reconocer la tumorogénesis de las lesiones gliales.
Durante las ultimas décadas, los descubrimientos de varias alteraciones genéticas
y vias de sefializacion anormales han contribuido de manera considerable a

nuestra comprension de la génesis y biologia de los gliomas. (3)

Antes de la introduccién de las directrices diagnosticas moleculares e histolégicas
“integradas”, los gliomas difusos se clasificaron en una de las siguientes
categorias en funcion de la histologia (4): astrocitoma, oligodendroglioma,
glioblastoma multiforme o glioma mixto.

Junto con el tipo histolégico, los tumores se clasificaron (y adn se clasifican) de
acuerdo con la Organizaciébn Mundial de la Salud en grados I, lll y IV, que se
consideraron como la piedra angular para predecir la agresividad tumoral y la
supervivencia del paciente. El criterio diagnostico para otorgar un grado Il es el
aumento de caracteristicas “anaplasicas”, que incluyen: aumento en la celularidad,
mitosis y anaplasia celular. El criterio para establecer el diagndstico de grado IV es
la proliferacion vascular y/o necrosis tumoral, adyacente a datos de “anaplasia”.
(Figura 1).

Como tal, habia mucho margen para la subjetividad y la interpretacion variable en

los criterios de la OMS anteriores a 2016, que no incluian criterios de corte para

distinguir el grado Il del grado III.
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Ademas de no tomarse en cuenta una de las caracteristicas mas importantes del
glioma difuso: la heterogeneidad en la histologia intratumoral. Obligando a
establecer el muestreo correcto como factor diagnostico. Ademas, otros desafios y
las limitaciones de este esquema se reflejan en subcategorias como "Glioblastoma
con componente oligodendroglial”, asi como "oligoastrocitomas mixtos", que
constituyeron una gran proporcion de diagndsticos de glioma difuso, anteriores a
2016.

Astrocitoma Oligoastrocitoma Oligodendroglioma

Grado Il

Grado lll

Grado IV Necrosis +
proliferacion

vascular

Figura 1. Clasificacién de los gliomas difusos en base a su histologia (clasificacion del 2007).

Como en otros canceres, los gliomas difusos resultan de alteraciones genéticas
que llevan a la inactivacibn de supresores tumorales y activacion de proto-

oncogenes.

Los astrocitomas difusos de bajo grado muestran con frecuencia la mutacion del
gen supresor de tumores TP53 (ubicado en 17pl13.1), la pérdida de
heterocigosidad (LOH) en el brazo del cromosoma 17p y las ganancias en el brazo
largo del cromosoma 7 (7q). En contraste, la pérdida combinada y completa del
brazo corto del cromosoma 1 (1p) y del brazo largo del cromosoma 19 (19q) esta

presente en la gran mayoria de los tumores oligodendrogliales tipicos. La
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codelecion completa de 1p/19q resulta de una translocacion entre los cromosomas
1 y 19. Algunos gliomas diagnosticados histopatolégicamente como tumores
oligoastrociticos se parecen genéticamente a los tumores puros de astrocitos u
oligodendrogliales. Recientemente, la mutacion del gen del isocitrato
deshidrogenasa 1 (IDH1) (menos comunmente del gen IDH2) se identific6 como
un evento comun en la oncogénesis de los gliomas difusos anaplasicos y de bajo
grado. (Figura 2).

Células madre neurales
]-0 H Cél:las maduras neurales desdiferenciadas

e

Astrocitoma grado |l
Oligodendroglioma grado | IDH1/IDH2

I
Gliobastoma primario IDI-‘Ir1E.-"FInIZ_lH2 Glioma mixto grado |l ATRx
3
. . Astrocitona grado

‘ IDH1/1DH2

Oligodendroglioma grado 1l
Glioma mixto grado lll

*LOH Perdida de heterocigesidad cromosoma 10

Gliobasloma secundario

Figura 2. Mutaciones en gliomas difusos.

Mutaciones en gliomas difusos

1. LOH 10q

La pérdida de heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 10qg ocurre en la mayoria

de los glioblastomas, primarios y secundarios en el 60-80%. La pérdida de
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heterocigosidad puede definirse como la perdida en la cual un locus pierde una de
las copias de un gen, ya sea por delecion o cualquier mecanismo propio. Aunque
este es un evento primario para el desarrollo de glioblastoma, debido a su alta

frecuencia, no es util para distinguir uno del otro. (5).
2. IDH1/IDH2

El isocitrato deshidrogenasa-1 (IDH1) es una enzima dependiente de NAPD
(nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato) que se encuentra en el citoplasma
celular (IDH1) y mitrocondria (IDH2) (5), la cual normalmente cataliza la
decarboxilacion  oxidativa

Isocitrato

) de isocitrato, produciendo

alfa-cetoglutarato y CO2, lo

cual reduce especies
@ ) reactivas de oxigeno. Esta

enzima tiene 3 isoformas:

IDH1, IDH2 e IDH3. (6).
\ Cuando las mutaciones

ocurren en IDH1 o IDH2, la

2-hidroxiglutarato

" Familia TETe

Poli- i Aumento de
hidroxilasas dir;f;{;i‘;s radicales enzima mutante desarrolla
de EGLN " libres de 02, .. .
Jumanji € una afinidad preferencial

¥ ¥ ¥ por el alfa-glutarato en lugar

del isocitrato, lo cual lleva a

la produccion y

acumulacion de un
Figura 3. Mutacion de IDH ]

oncometabolito: 2-

hidroxiglutarato (7); causando una disminucion en los niveles de alfa-glutarato y un
incremento de radicales libres; estimula la actividad de las polil-hidroxilasas de
EGLN, mejorando la proliferaciéon celular a través de la degradacion del factor
inducible por hipoxia (HIF); ademas se incluyen como blanco a las proteinas de la

familia TET (TET2) y las histonas dimetilasas Jumonji C. El efecto neto es la
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creacion de ADN hipermetilado en todo el genoma, denominado “fenotipo
metilador de islas CpG en gliomas (G-CIMP)” (8) lo cual favorece la inhibicion de
genes supresores tumorales. Asimismo, altera otra serie de vias, incluido el
incremento del nimero de células madre, el compromiso en la diferenciacion
celular y la promocion de la transformacion, las cuales favorecen el proceso de

formacién de tumores (9, 10).

Ambas mutaciones, IDH1 e IDH2 pueden ocurrir en gliomas infiltrantes, mientras
gue la mutacion de IDH2 es mucho menos frecuente que IDH1. Las mutaciones de
IDH1 se encuentran aproximadamente en el 70-80% de los gliomas difusos grados
II'y Ill 'y en glioblastomas secundarios. En glioblastomas primarios es menos
frecuente (aproximadamente en el 5%). (11). El estado mutacional del isocitrato
deshidrogenasa 1 y 2 (IDH1 e IDH2) ahora se reconoce como un discriminador

importante de las clases bioldgicas entre los gliomas difusos. (12).

3. ATRXy PTS53.

El gen de ATRX fue descrito por primera vez a través del estudio de pacientes con
retraso mental, asociadas al cromosoma X. A partir de entonces, se han realizado
multiples investigaciones para determinar el papel de ATRX en la tumorogénesis
de multiples neoplasias. Se ha encontrado que ATRX se localiza en
heterocromatina pericentromérica (PCH), matrices de ADN ribosémico en
cromosomas acrocéntricos, teldmeros y cuerpos nucleares de leucemia
promielocitica (LMP) dentro de células humanas y de ratén. Los cuerpos nucleares
de la leucémica promielocitica se han implicado como supresores tumorales, ya
gue poseen funciones antivirales y posibles reguladores de la replicacion de la
transcripcion del ADN. Por lo tanto, ATRX probablemente juega un papel clave en
la regulacién de la expresion génica. [46]. Ademas, juega un papel determinante
en el mantenimiento del genoma a través de la interaccién con histonas H33.3, en
los telomeros y en la heterocromatina pericentromerica. Dentro de los roedores,

ATRX previene la activacion transcripcional y la accesibilidad a elementos que
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dafian el ADN. Se ha visto que en modelos desprovistos de ATRX se han visto
asociados con dafio al ADN y el estrés replicativo. [47].

Las mutaciones de la proteina remodeladora de la cromatina a-
talasemia/sindrome de retraso mental ligado al cromosoma X (ATRX) se han
asociado con “alargamiento alternativo de los telomeros” (ALT), un mecanismo
independiente de telomerasa usado por las células cancerigenas para superar la
senescencia replicativa. (14). Mutaciones sin sentido y truncamiento de ARTX son
comunes (90% aproximadamente) en los astrocitomas IDH mutantes, y puede ser
detectado por inmunohistoquimica (perdida de expresion).

Estas mutaciones en gliomas difusos pueden coexistir con mutaciones de TP53 en
adultos, y con mutaciones de Histona H”.3 en niflos y adultos jovenes.
Significativamente las mutaciones de ATRX no se han observado en
oligodendrogliomas o glioblastomas; esto lo convierte en un marcador util de linaje
astrocitico. Cabe notar, que las mutaciones de ATRX son mutuamente
excluyentes con la transcriptasa reversa relacionada a la telomerasa (TERT), las
cuales son relacionados con oligodendrogliomas y glioblastomas, con activaciéon
de alargamiento telomérico dependiente de telomerasa, en el 78 y 85% de los
casos, respectivamente (15,19). Estas mutaciones pueden ser detectadas por
secuenciacion de ADN.

P53 es una cinasa dependiente de ciclina responsable de la supresion tumoral a
través de activacion del control de la replicacion celular, ubicado en el brazo corto
del cromosoma 17 en la banda 13.1 y consta de 11 exones. El gen normal de p53
codifica una fosfoproteina nuclear “p53 kDa” de tipo “salvaje” (wild type), que tiene
una vida media muy corta y se encuentra en cantidades tan pequefias dentro del
nacleo celular que no es posible detectarse mediante estudios de
inmunohistoquimica. Cuando existen mutaciones del gen, estas dan como
resultado la alteracién de dicha proteina en forma “mutante”, convirtiéndose en
proteinas metabdlicas mas estables con una vida media mas larga, acumulandose
en el nucleo y con ello alcanzando un umbral de deteccion mediante estudios de

inmunohistoquimica de rutina. [49, 50, 51].
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Aungue no son exclusivas de los gliomas, las mutaciones TP53 son marcadores
Utiles para el linaje astrocitico en el contexto de las mutaciones IDH. Es méas
frecuentemente una mutacién de sin sentido que resulta en la acumulacién de
proteina en el citoplasma, resultando en positividad nuclear fuerte en
inmunohistoquimica. [16]. La mayoria de los tumores que expresan p53

tipicamente tienen un curso mas agresivo.

4. Factor de crecimiento epidérmico (EGFR), PTEN

El factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se trata de un miembro de la familia
de receptores transmembrana tirosin cinasa que activa las vias de MAPK y PIK3
resultando en proliferacion celular. Un grupo separado de deleciones de EGFR y
mutaciones puntuales se encuentra con frecuencia en glioblastomas. Las
deleciones de EGFR en estos tumores incluyen EGFRvI (delecion N-terminal), vil
(delecion de exones 14-15), vlll (delecién de exones 2-7), vlV (delecidn de exones
25-27), vV (delecion de exones 25— 28), entre los que vll y vlll son oncogénicos.
[61]. La actividad de tipo quinasa de EGFRvIIl es mucho mas débil que la del
EGFR de longitud completa activado por ligando, y se ha informado que esta débil
actividad quinasa constitutiva es suficiente para conferir ventajas de crecimiento a
los tumores. La expresion de EGFRVIII se ha encontrado solo en tumores y no en
tejido normal, lo que sugiere que es un buen candidato para la terapia dirigida.
[62].

Este gen se encuentra amplificado en aproximadamente el 40% de los
glioblastomas primarios, comparado con menos del 10% reportado en
glioblastomas secundarios, por lo que puede ser usado como apoyo para hacer el

diagnostico diferencial entre glioblastomas primarios y un glioblastoma secundario.

El gen de fosfatasa PTEN normalmente funciona como un regulador negativo de la
via de la cinasa de supervivencia celular PI3K. las mutaciones que inactivan PTEN
y deleciones ocurren aproximadamente en el 20% de los glioblastomas. Asi

mismo, amplificaciones y variaciones de un solo nucleotido en las subunidades
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cataliticas reguladoras de la cinasa PI3K (PIK3R, PIK3C, PIK2C2) también pueden
encontrarse en aproximadamente el 20% de los glioblastomas. Resultando en una
sobreactivacion de la via de PI3K, la cual coopera con otras mutaciones, como
EGFR y CDKN2A/B lo cual favorece la oncogénesis y progresion tumoral en el

glioblastoma. (11).

5. Codelecion 1p19q

Las deleciones en brazos cromosomales 1p y 19q son las aberraciones genéticas
mas caracteristicas de oligodendrogliomas, en el 80% de los oligodendrogliomas
cladsicos, y en el 60% de los oligodendrogliomas anaplasicos. [17]. Estas
deleciones presentan dos papeles de importancia: 1. Como marcador diagnostico;
2. Como indicador de respuesta a quimioterapia. McNamara y colaboradores [18]
demostraron que presentar la delecion ya sea completa, o parcial, conferia un
aumento significativo de respuesta a quimioterapia con un tiempo de respuesta

libre de la enfermedad mayor, sin importar el subtipo histologico.

6. MGMT

Otro determinante molecular con significancia clinica resulta ser el nivel de
expresion de MGMT, la cual esta determinada en gran parte por el estado de
metilacion del gen promotor.

El gen MGMT se encuentra en el cromosoma 10926 y codifica una enzima
reparadora del ADN suicida expresada de forma ubicua que elimina los aductos de
alquilo de la posicién O6 de la guanina. Como la guanina alquilada en O6 conduce
a roturas de doble hebra y al mal apareamiento de la base, lo que induce la
apoptosis y la muerte celular, la MGMT protege las células normales de los
carcindgenos. Desafortunadamente, también protege a las células tumorales de
los efectos normalmente letales de la quimioterapia con agentes alquilantes como

la temozolomida.
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El silenciamiento epigenético de MGMT ocurre en el 40%. al 50% de los
glioblastomas y puede evaluarse por el estado de metilacién de su promotor en
pruebas de ADN mediante PCR. La prometilacion de MGMT es un predilecto
fuerte de la sobrevida a largo término, independiente de otros factores clinicos o
tratamiento y se encuentra asociado con una etapa libre de enfermedad mas
prolongada en pacientes con glioblastomas tratados con quimioterapia y radiacion.
La metilacion ocurre, al igual que la mutacién de IDH, en similar frecuencia en
gliomas difusos grados II, 1l y IV. Los glioblastomas secundarios son mas

frecuentemente relacionados con la metilacion del promotor MGMT.

7. Ki67

El Ki-67 es una proteina nuclear no histona que se expresa por las células que
entran en el ciclo mitético y se asocia con la transcripcion del ARN ribosomal
(ARNr) (20). El indice de proliferacion es un marcador bioldgico potente que
estima el crecimiento de las neoplasias cuantitativamente y, el porcentaje de
expresion es directamente proporcional al grado histolégico [21]. Los valores
generales de Ki67 reportados por la Organizacién Mundial de la Salud en su ultima
edicién (2016) estiman 4% para astrocitomas difusos, 5-10% para astrocitomas
anaplasicos, mientras que los valores promedios para glioblastomas son de 15 a
20% [22].

8. H3k27m

La mutacion H3K27m es una mutacion que convierte lisina en metionina en la
posicion 27 de la porcion N-terminal de la cola de la histona EZH2 es una
subunidad de una familia represora polycomb, responsable de la metilacion de
histona H3 a lisina 27. Su mutacién genera una reduccién de la metilacion en
posicién 27. Ademas, su sobreexpresion genera un peor prondstico en pacientes

con gliomas. (27).
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POLYCOMB 2

Reduccion de
H3K27me3

(Trimetilacion) :

Figura 4. Mutacion en Histona 3 (H3k27m)

El glioma difuso de linea media (DMG) mutante H3K27M es diagnostico
recientemente afadido por la OMS (2016). Estos tumores se encuentran en
ubicaciones de la linea media como el tronco encefalico, el tAlamo, el cerebelo y la
médula espinal, y se identifican principalmente en nifios. Sin embargo, la
presencia de mutacién del H3k27m en cualquier astrocitoma, le confiere un grado
IV. [29]. Se ha asociado a un mal prondstico, independientemente del grado
histolégico. Si bien este tumor es predominante en nifios, también puede ocurrir en
adultos. Dada la novedad y rareza de la mutacion H3K27M en tumores cerebrales
adultos, la incidencia y el comportamiento clinico de estos tumores en adultos aun
es relativamente desconocida. Ha habido varias series de tumores con mutacion
H3K27M en adultos que mostraron una incidencia del 50-60% de mutaciones

H3K27M en los gliomas de la linea media en adultos localizados en el tronco
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encefalico o el talamo [30]. Sin embargo, la proporcion del total de las mutaciones

de H3k27m en los gliomas de adultos sigue sin ser clara.

9. Brachyury

Se trata de un factor de transcripcion necesario para la formacion y diferenciacion
del mesodermo posterior, asi como para el desarrollo de la notocorda durante la
embriogénesis, y su alteracion es asociada con defectos congénitos, la mayora en
tubo neural. Ademas, promueve la transicion epitelial-mesenquimal. Su
participacion fundamental se conoce en la patogenia de los cordomas, un tumor
derivado de la notocorda. Mas recientemente, se describid que Brachyury esta
regulada al alza en varios tumores, incluidos los tumores del estroma
gastrointestinal (GIST), mama, pulmon, colorrectal, prostata y cancer testicular. Es
de destacar que Brachyury se informé como un biomarcador independiente de mal
prondstico de estos tumores. [31, 32, 33, 34]. En consecuencia, se encuentra en
desarrollo una vacuna antiBrachyury (Gl - 6301) [35] y se est4 probando en un
ensayo clinico de fase Il (www.clinicaltrials.gov, 2015 - NCT02383498) en
pacientes con cordoma. Recientemente, se informd la expresion de Brachyury en
aproximadamente el 30% de los gliomas de la base de datos del Atlas Genémico
de cancer (TCGA) [35]. Pinto y colaboradores han descrito que Brachyury se
expresa intensamente en tejidos cerebrales normales, pero disminuyen sus
niveles en pacientes con gliomas. Ademas, un estudio por Jezkova vy
colaboradores, describieron que el tejido cerebral se considera el segundo en
mayor expresion de Brachyury. [37].

Pinto y cols [38] demostraron una pérdida de expresion en gliomas, que
correlacionaba inversamente respecto al grado de diferenciacion, lo que fue
correlacionado con la clinica, demostrando que niveles bajos de Brachyury
presentan peor prondstico. Esto se explica debido al papel supresor tumoral del
factor de transcripcion a traveés de la introduccion de la autofagia y alteraciones en

el ciclo de la apoptosis en células de tumores gliales. Sin embargo, es necesaria

20



una investigacion profunda para establecer estas conclusiones recientemente

descritas.

ANTECEDENTES

En mayo del 2014 en Haarlem, Holanda, se sembraron las bases para la nueva
clasificacion mundial de la salud para el abordaje de gliomas difusos en el cual se
combina la histologia con informacion genética tumoral para crear un algoritmo de
diagnostico especifico e “integrado”. Durante este encuentro, se concluyeron
ciertas directrices que rigen actualmente la nueva clasificaciéon de la Organizacion
Mundial de la Salud del 2016, en las cuales se establece que el estudio molecular

deberia ser incorporado en la definicion de ciertas entidades.

Ademas, se concluye lo siguiente:

a) El "diagnéstico integrado" serd la linea superior para enfatizar su predominio
sobre las otras lineas a pesar de que sera la ultima parte del formato de
diagnostico completo, ya que depende de toda la informacion de diagndstico
presente. Por lo tanto, se anticipa que el diagnostico integrado estara "pendiente”
durante un periodo de tiempo entre el examen histologico y la disponibilidad de

informaciéon molecular.

(b) La "clasificacion histolégica" es el diagnéstico microscopico estandar que se
basa en la tincibn con hematoxilina y eosina y técnicas histolégicas adicionales

como histoquimica, inmunohistoquimica y microscopia electronica. (23).

(c) El "grado de la OMS" es el grado histolégico estandar. Como en el pasado, el
grado de la OMS refleja la historia natural después de la cirugia sola, en lugar del
prondéstico esperado del paciente después de las terapias adyuvantes actuales. Y
se aplicara sobre gliomas difusos astrociticos con caracteres anaplasicos u

oligodendrogliomas; o como glioblastomas a aquellos gliomas difusos astrociticos
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con anaplasia, proliferacion vascular y necrosis, de acuerdo con lo establecido por

la Organizacion mundial de la Salud.

El nuevo algoritmo de diagndstico proporcionado ofrece grandes ventajas: es

relativamente sencillo, con alta reproducibilidad y sin ambigliedad.

Primero, la informacion histolégica se usa para identificar un glioma difuso y grado
tumoral. Luego, se prueba el estado de la mutacion IDH, primero por
inmunohistoquimica (IHC) para IDH1 R132H, que incluye alrededor del 90% de
todas las mutaciones de IDH, para el cual esta disponible el anticuerpo especifico
de mutante. Si el tumor es negativo para IDH1 R132H, se solicita la secuenciacién
para identificar otras mutaciones menores de IDH1 / IDH2 (lo cual ocurre en

aproximadamente el 10%).

Para los gliomas de bajo grado, mutantes de IDH (grados Il y Ill), un conjunto de
pardmetros genéticos puede distinguir los astrocitomas de los oligodendrogliomas.
Para los oligodendrogliomas (todos son mutantes de IDH), se requiere la
demostracion de la pérdida de heterocigosidad debida al brazo cromosémico 1p y
la delecién de 19q. Y como ya se habia dicho, la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) es la técnica mas comunmente utilizada para determinar la codelecion
1p19q.

Por el contrario, los astrocitomas IDH-mutantes se definen por mutaciones de
ATRX y TP53 (y falta de codelecion 1p19q). Las mutaciones ATRX y TP53 no
estan presentes en los oligodendrogliomas. Para los gliomas de grado inferior que
carecen de mutaciones de IDH ya sea por IHC o por secuenciacion
(correspondientes al 20% de astrocitomas), se establece el diagnostico de

astrocitoma de tipo “salvaje” IDH.

Para glioblastomas (antes llamados multiformes), el estado de la mutacion IDH se

establece por inmunohistoquimica (y por secuenciacion si la inmunohistoquimica
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es negativa en pacientes, menores de 55 afios). Aunque la mayoria de los
glioblastomas son IDH-tipo “salvaje”, 5% a 15% de glioblastomas son mutantes de
IDH. La mayoria de los Glioblastomas mutantes de IDH son Glioblastomas
"secundarios”, lo que significa que la mayoria tiene evidencia de progresion de
gliomas anteriores de grado mas bajo. La mayoria de los Glioblastomas de tipo
salvaje de IDH son glioblastomas "primarios”, lo que significa que surgieron de
Novo.

Es importante destacar que el nuevo diagndstico integrado basado en las
mutaciones ATRX y TP53 y la codelecion de 1p19g como marcadores de linaje de
firma para astrocitoma y oligodendroglioma, respectivamente, muestra que los 2
pardmetros son mutuamente excluyentes, eliminando asi por completo la
categoria de oligoastrocitoma mixto. En los casos de morfologia no coincidente y
parametros genéticos (es decir, la morfologia sugiere un tipo, pero los parametros
moleculares apuntan a otro), el diagnéstico integrado final dependera de los

determinantes moleculares.

Estudios anteriores han reevaluado gliomas difusos, con interesantes cambios
respecto al diagnéstico integrado molecular. Demostrar la presencia o la ausencia
de alteraciones genéticas caracteristicas es esencial en el diagndstico actual de la
patologia y se estd convirtiendo en un importante manejo para el correcto

diagnéstico. [24].

Con base en la nueva edicion de las clasificaciones de tumores cerebrales de la
OMS, un porcentaje de los diagndsticos de tumores cerebrales ahora se basara en
AMBOS analisis microscopicos y analisis moleculares. Esto significa que los
diagnosticos de muchos tumores cerebrales seran mucho mas precisos y le dara

al médico tratante una mejor idea de qué manejo integral brindar.

Por ejemplo:
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Diagndstico histoldgico:
5 Astrocitoma difuso.

"\i Grado histoldgico: 1l de la
 WHO.

Informacién molecular:
IDH mutante, 1p19q
. negativo, pérdida de ATRX:

TN S . - S - = - AT

IDH mutante, 1p19q positivo, ATRX intacto: Oligodendroglioma.

IDH no mutado: Astrocitoma difuso IDH no mutado o salvaje (Comportamiento

mas similar a Glioblastoma).

JUSTIFICACION

Nuevos hallazgos e investigacion sugieren que, en comparacion con los datos
clasificados histéricos tumores gliales, basados en histologia solamente, existe la
posibilidad de resultados falsos positivos en los ensayos terapéuticos
contemporaneos de gliomas difusos clasificados molecularmente. De manera
critica, los resultados de los ensayos clinicos de gliomas difusos, los estudios
basados en el registro y las cohortes histéricas que utilizan esquemas previos de
la OMS basados solo en la histologia deben ser reinterpretados con cautela.
Basandonos en resultados de indole internacional, destaca la necesidad
apremiante de disefiar investigaciones preclinicas, ensayos clinicos y registros
nacionales de cancer que incorporen datos moleculares clave en todos los tipos

de céancer.

En un esfuerzo por recopilar sistematicamente datos de pacientes con cancer en
los Estados Unidos, incluido el de pacientes con glioma, las normas de informes

de registro de cancer fueron desarrolladas y empleadas por la Asociacion de
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Registros Centrales del Cancer de Norteamérica, incluida la base de datos
nacional del cancer del Colegio Estadounidense de Cirujanos (NCDB), el
programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales del Instituto Nacional
del Cancer, y el Programa Nacional del Centro de Control de Enfermedades para
Registros de Cancer y Registro de Tumores del Cerebro Central de los Estados
Unidos. La cual es de suma importancia para entender el comportamiento
epidemiologico de estas neoplasias. Para los tumores del SNC, la 42 edicion se
publicé en 2007 y los gliomas difusos clasificados se basaron Unicamente en su
aspecto histolégico. En consecuencia, los datos del registro de cancer no pueden
diferenciar actualmente entre gliomas difusos de tipo IDH-mutante e IDH-salvaje.
Ademas, muchos de los ensayos clinicos clave de gliomas difusos, asi como los
estudios que utilizan cohortes historicas, se basaron en esquemas de clasificacion
de histologia mas antiguos. Sin embargo, la magnitud de los posibles errores de
codificacion y las malas interpretaciones diagndésticas en estas bases de datos no

Se aprecian ni se tienen en cuenta. (25)

En 2019, lorgulescu y colaboradores, realizaron un estudio retrospectivo para
clasificar gliomas difusos, del 2010 al 2015, estableciendo estatus de IDH,
codelecion 1p19q, ATRX y p53, concluyendo que las tasas de clasificacion
erronea de oligodendrogliomas, astrocitomas y glioblastomas codificados
histolégicamente son ~ 21-35%, ~ 6-9% y ~ 9%, respectivamente; con
implicaciones clinicas significativas, solamente en base a la poblacion de Estados
Unidos (25).

En México, no existen bases de datos referentes a gliomas difusos, y resulta dificil
poder establecer el status de estas mutaciones para lograr el diagnostico
integrado de los mismos, motivo por el cual resulta de suma importancia, siendo el
Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez de Monterrey, Nuevo Leon, un
centro de referencia, para la nueva ventana epidemioldgica y de investigacion en
nuestro pais respecto a estas entidades, preocupantemente en aumento entre

individuos de menor edad.
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OBJETIVO

Reportar la graduacion e histologia de tumores gliales difusos en una serie de

casos retrospectiva con estudios moleculares y de inmunohistoquimica

Objetivos secundarios:

e Correlacionar hallazgos histolégicos con comportamiento molecular.

e Evaluar la correlacién Inter observador entre patélogos quirdrgicos
generales y patdlogos experimentados en neuropatologia en el area de

gliomas difusos de sistema nervioso central.

e Establecer una base de datos con el diagnéstico integrado de tumores
gliales difusos diagnosticados en el Hospital Universitario “Dr. Eleuterio

Gonzalez” en el periodo comprendido entre 2013 a 2018.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:
e Transversal.
e Descriptivo.

e Retrospectivo.

Se realiz6 una busqueda en retrospectiva a través de la base de datos Pathox
(TESI INFORMATICA) en un periodo de tiempo comprendido del afio 2013 al 2018
de casos diagnosticados como: Astrocitoma, Oligoastrocitoma, Oligodendroglioma

y Glioblastoma, en biopsias o resecciones tumorales.
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Posteriormente, se obtuvieron bloques de tejido embebidos en parafina fijados con
formalina y laminillas con tejido tefildas con hematoxilina y eosina de pacientes
con diagnosticos de gliomas difusos en el periodo de enero 1 de 2013 al 1 de
agosto de 2018.

Por primera vez, la busqueda arrojo 111 casos compatibles con los criterios de
basqueda primarios, comprendidos en el tiempo de estudio establecido y bajo los

diagndsticos descritos previamente.

Posteriormente y de acuerdo con los criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

se alcanzaron 82 casos.

A.- Criterios de inclusion: Bloques y laminillas con diagndstico de glioma difuso.
B.- Criterios de exclusién: Tejido no adecuadamente preservado.

C.- Criterios de eliminacion: Pacientes sin material para estudio.

Los casos fueron reevaluados por tres patélogos, dos neuropatélogos y un
patélogo quirdrgico general: solamente con tincién de hematoxilina y eosina, sin
datos adicionales, salvo edad y localizacion, para ser clasificados por morfologia
como lo dictamina de la Organizacion mundial de la Salud (2016), evitando el
termino de oligoastrocitoma, y asignandose un grado histolégico en base a
variantes morfolégicas previamente establecidas acorde a la revision de la

Organizacion Mundial de la Salud del afio 2016.
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Variante morfologica

Estatus

Grado

Hipercelularidad:
Aumento de la
celularidad  comparado
con tejido cerebral sano.

Presente

Atipia: Alteraciones en la
forma, tamafio y aspecto
del nucleo celular.

Mitosis: no es criterio por

si mismo de malignidad.

Presente

Presente

[/

Proliferacion vascular: La
hiperplasia microvascular
es la proliferacion de
células endoteliales y
perivasculares formando
ovillos similares a los
glomérulos renales.
Necrosis: Hay necrosis
con y sin empalizada de

las células en la periferia.

Presente

Presente

v

Posteriormente, se seleccionaron areas tumorales representativas y viables para

la realizacion automatizada de microarrays de tejido a través del equipo TMA

Master de 4 micras de didmetro mayor. En las cuales fue usado tejido tiroideo

compatible con tiroiditis cronica de Hashimoto como guia, y ademéas 10

microarrays de tejido en orden previamente establecido con

distribucion.

‘mapas” de
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Figuras 5 y 6. Ejemplos de tejido obtenidos mediante el sistema automatizado.
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Figura 7. Bloques de parafina, resultado final.
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Figura 8. Ejemplo de histoarreglos teflidos con hematoxilina y eosina.
La inmunotincién se realiz6 en el sistema de tincibn de inmunohistoquimica
automatizada Ventana Medical System. Y todas las secciones se tifieron en la
misma corrida o en corridas, una tras otras.
l. inmunohistoquimica

ATRX

Todas las secciones se inmunotifieron con un anticuerpo policlonal disponible

comercialmente Gene Tex, clon: [C3], C-term. Dilucién (1:3000).
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La pérdida de la expresion nuclear de ATRX se calific6 como especifica si los
ndcleos de las células tumorales no estaban tefiidos, mientras que los ndcleos de
las células no neopldsicas como endotelios, microglia, linfocitos y astrocitos

reactivos fueron muy positivos.

IDH

Las secciones de tejido se incubaron con sobrenadante de cultivo de anticuerpo
monoclonal de ratén anti-R132H-IDH1, Gene Tex. Dilucion (1:500).

Fue considerado mutado cuando se obtiene positividad citoplasmatica granular y/o

positividad nuclear, en al menos en el 10% de las células (40).

P53

La tincion inmunohistoquimica para p53 se realizO usando un anticuerpo

monoclonal de ratén (Clon [Bp53-11]) usando el protocolo estandar. (Dilucion 1:1).
Se considera positivo la tincién fuerte y nuclear en méas del 10% de las células
tumorales, en base a estudios previos que revelan este punto de corte como el
mas adecuado para predecir la mutacién. (39).

H3k27M

Se realizé tincidbn de inmunohistoquimica para H3k27m usando clona mAbcam
6002. (Dilucién 1:100).

Se considera presenta la mutacion al presentar positividad fuerte y difusa nuclear.
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Brachyury

La tincién para inmunohistoquimica se realiz6 utilizando BioSB clon [RB-TBXT].
(Dilucion 1:100).

La positividad fue considerada si cualquier nimero de células fue positiva nuclear,
y se reportara el porcentaje de células positivas.
Todas las pruebas de inmunohistoquimica fueron interpretadas por un patdlogo

experto.

Il. Pruebas moleculares

Los casos a través de diagndstico histologico fueron divididos en dos grupos:
aquellos con morfologia mas astrocitica y oligodendroglial; y los de alto grado con
aspecto de glioblastoma. Al primer grupo se realizé la codelecion de 1p19q y al
segundo fue realizada la prueba por FISH para la busqueda de amplificacién de
EGFR.

A través de cortes de 4 micras se monta el tejido en laminillas silanizadas a 42 a
44°C, se secan las laminillas en estufa de 56 a 60° por 12 hrs y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Se realiza desparafinizacion e hidratacion de las laminillas
en jarras coplin a través del proceso descrito en manual de protocolo para FISH
del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez.

Se colocan las laminillas en una solucién de pretratamiento a 80°C por 30 minutos,
en el bafio de agua de temperatura controlada, enjuagar las laminillas con agua
bidestilada por 1 minuto y se aplica buffer lavado 2 veces. Se realiza digestion
enzimatica para posteriormente sacar la sonda del congelador y dejarla por 10
minutos, 10 microlitros y colocarla en el Hybridizer y correr el programa
correspondiente (ver Manuel DOE-HU-641-43) para hibridar toda la noche (5
minutos a 95°C/80°C, seguido de 16 horas a 37°C).
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EGFR

Se realizara ademas la amplificacion de EGFR a través de pruebas fluorescencia
de hibridacion in situ con sondas especificas para amplificacion de el GEN-
FACTOR de crecimiento epidérmico LSI (7q12) y sonda de control de cromosoma
(CEP) 7: Ambas pruebas son una prueba de Path Vyssion de EGFR que se utiliza
y es elaborada por VYSIS.

Se revisa el tejido control dispuesto en la misma laminilla del caso problema,
observandose positividad con sefiales rojas y verdes, con amplificacion de los
casos positivos ya conocidos y no amplificacion de los casos controles negativos
ya conocidos. A nivel del caso problema se observa una media de sefales rojas
que representan las sefiales del gen EGFR de 2.2 y una media de sefales verdes
que representa la region centromérica del cromosoma 7 de 2.05, la division entre

ambos nos da un rango de 1.07.

Positividad de la prueba se define como: copias de EGFR >2 cuando menos en el
10%, CEP 7 >2 cuando menos en el 40% o ambas > o iguales a 2 cuando menos
en el 10% de las células neoplasicas. Segun las directrices publicadas (Varella-
Garcia et al., 2009) [41].

Codelecion 1p19q

Para estudio se utilizan 4 sondas, LSI 1p36/LSI 1925 y LSI 19p13/LSI 19p13

regiones especificas del cromosoma 1y 19 respectivamente.

Se desparafinizan las secciones seguidas de digestiébn y pretratamiento con
controles positivos y negativos, los cuales son incubados con el sistema de

deteccion de Vysis, el kit tiene dos pares de pruebas las cuales son realizadas en
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dos laminillas por separado. La primera prueba incluye la region 1p36 (spectrum
Orange), y la segunda regién 1925 (spectrum grreen) y la segunda prueba
contiene la regién 19q13 (spectrum Orange) y la segunda 19p13 (spectrum green).
Se realiza un analisis cuantitativo de ambas pruebas en las areas elegidas por el
patologo.

La interpretacién fue realizada por un patdlogo experto. Un caso positivo es
definido como un caso en el cual el rango 1p36/1925 y 19913/19p13 es menor que

0.7 y 0.8 respectivamente.

Analisis estadistico

La estadistica descriptiva se reportara en medidas de dispersion y tendencia
central. Para la correlaciéon se utilizé la prueba de Kappa fleiss. Para diferencia de
proporciones se utilizara prueba Chi Cuadrada de Pearson o Prueba exacta de
Fisher. Un valor de P < .05 se considerara estadisticamente significativo. El

andlisis estadistico se realizaré en el entorno de programacion SPSS version 23.

RESULTADOS

Los datos epidemioldgicos se resumen en la tabla 1. De los 82 casos estudiados,
el mayor porcentaje de casos estudiados corresponde a masculinos (56%)
comparado con las pacientes femeninas (44%), la edad promedio fueron los 50
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afios, con una minima de 8 afios y una maxima de 82 afos. La localizacion mas

frecuente fue en regién frontal con un 25% de los casos.

HOMBRES 46
MUJERES 36
Total 85
MINIMA 8
MAXIMO 82
MEDIA 50
FRONTAL 25
TEMPORAL 18
PARIETAL 16
OCCIPITAL 1
FRONTOTEMPORAL 4
FRONTOPARIETAL 6
CEREBELO 2
TALAMO 2
CUARTO VENTRICULO 1
OTROS 7
Total 82

Tabla 1. Datos epidemiolégicos de pacientes con gliomas difusos

Las mutaciones observadas en cada diagnostico integrado segun la Organizacion

Mundial de la Salud se resumen en la tabla 2.

Las pruebas de inmunohistoquimica para la deteccién de mutaciones de IDH
fueron interpretadas por un patélogo experto, siendo diagnosticadas como positivo
si la expresion fue citoplasmatica, nuclear, o ambas. ATRX fue interpretada como
positivo en ausencia de expresion nuclear, y el corte positivo para detectar
mutaciones de p53 fue el 10%. Casos diagnosticados con codelecion 1p/19q
fueron definidos como oligodendroglioma, y gliomas con ausencia de esta
codelecion, fueron diagnosticados como astrocitoma o glioblastoma dependiendo
de la presencia de criterios histologicos enunciados en la OMS y a través de un

consenso general entre los patologos participantes.
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ASTROCITOMA ASTROCITOMA | OLIGODENDROGLIOMA = OLIGODENDROGLIOMA | GLIOBLASTOMA ' GLIOBLASTOMA

DIFUSO ANAPLASICO ANAPLASICO IDH MUTANTE IDH WILDTYPE

GRADO Il ] Il 1l [\ I\
CASOS 12 9 6 8 26 14
IDH 11 7 5 6 26 0
PERDIDA DE ATRX 4 6 1 1 2 1
CODELECION 1p19q O 0 6 6 0 0
CODELECION DE 1p 2 1 0 0 1 0
0O 19q

p53 9 7 2 4 19 10
AMPLIFICACION 0 0 0 0 5 3
EGFR

H3k27m 7 4 0 0 14 4
BRACHYURY 0 0 0 1 (40%) 1 (20%) 0

Tabla 2. Mutaciones observadas en el diagnostico integrado de gliomas difusos.

Astrocitomas difusos

Fueron diagnosticados previamente 13 casos como astrocitoma difuso.

ID DX DX 1 DX 2 DX IDH ATRX P53  H3K27M BRACH Codlp19q

i N ™

INICIAL o o 3 o

a] o a) @)

< < < <

o o o o

O O O O
1 AD Il AD TR I AD I 1 0 1 0 0 0
2 AD Il AD Il AD o o1 0 0 0 0 -1
3 AA Il AD Il AD I AD I 1 0 1 1 0 0
4 AD I o TR o o1 1 1 1 0 0
5 AA I AD Il GNOS Il AD I 1 1 1 1 0 0
7 AD I o Il AD o o1 1 1 1 0 3
12 AD Il AD Il AD I AD Il 1 1 1 1 0 0
13 AD Il AD TR I AD I 1 1 0 0 0 0
14 AD Il AD Il AA m AD 01 1 1 1 0 0
16 AD Il AD Il NA 1 NA -1 1 1 1 0 0 3
17 AD Il AD Il NA 1 NA -1 1 0 1 1 0 -1
40 © I o o o -1 1 1 0 0

Tabla 3. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Astrocitoma difuso”. AA:
astrocitoma anaplésico. AD: astrocitoma difuso. O: oligodendroglioma. 0: negativo. 1:
positivo. -1: No valorable. 3: delecién 19q.
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Posterior a las pruebas moleculares se obtuvieron 12 casos, de localizacion
preferencial en Iébulo temporal y frontal; la edad minima fue de 17 afos, la
méxima de 57 afios y como promedio 31 afios. 6 casos fueron hombres, y 6 fueron
mujeres. 11 de 12 casos (91%) fue positivo para IDH, un caso no pudo ser
valorado por defectos del tejido. 33.3% tuvo perdida de ATRX, el 75% tuvo
mutacion de p53 y el 58.3% para H3k27m. Ninguna de las muestras presento

positividad para Brachyury.

Caso para resaltar es el numero 40, que tuvo una morfologia de tipo
oligodendroglial ante todos los patélogos, quienes de forma unanime reportan un
grado Il en la neoplasia, sin embargo, a pesar de que el tejido no fue evaluable
para IDH, la negatividad para la codelecion 1pl9qg lo cataloga como un

astrocitoma difuso grado Il.
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Figura 9. Caso 40. Se observa una neoplasia celular con células pequefias y un halo
periférico, con calcificaciones. Los estudios de FISH para codelecion 1p19p resultaron
negativos.

Astrocitoma anaplasico
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El astrocitoma anaplasico se define segun criterios de la OMS por su morfologia

astrocitica acompafada de anaplasia y mitosis.
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G
NOS
G
NOS
G
NOS
G
NOS
G
NOS
OA
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GRADO

AA

G
NOS
G
NOS
OA

AA

AA

AA
AA
OA

IDH

1
-1

ATRX

1
0

P53

1
0

H3K27M  BRACH

0
-1

0
0

Tabla 3. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Astrocitoma anaplasico”. AA:
astrocitoma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. OA: Oligodendroglioma anaplasico. OAA:
oligoastrocitoma anaplasico. G NOS: Glioblastoma NOS. GB: Glioblastoma. 0: negativo.
1: positivo. -1: No valorable. 3: delecién 19q.

Se obtuvieron 9 casos de astrocitomas anaplasicos, la edad maxima de 74 afos,

minima de 24, con una edad promedio de 50 afios. 6 de los 10 casos fueron en

hombres, 4 en mujeres, y la localizacion mas frecuente resultd ser el I6bulo frontal.

70% de los casos fueron positivos para IDH, 1 de 9 casos fue IDH wild type. Este

caso fue diagnosticado por dos de los patologos morfologicamente como

astrocitoma anaplasico, diagnostico sustentado por la pérdida de ATRX, mas

frecuente en astrocitomas, y generalmente retenida en los glioblastomas, asi como

mutacion de p53 y ausencia de mutaciéon de H3K27m.
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La pérdida de ATRX fue
del 67% y del 78% para
p53. Solo 4 casos
presentaron  mutaciones
para H3k27m, lo que
representa un 44% 'y
ninguno expreso
Brachyury  de forma

nuclear.

La codelecion fue

negativa en todos los

casos, salvo en un caso

con delecion en 19q.

Figura 10. Caso 28, con delecion de 1p.

Oligodendroglioma

De 9 casos previamente diagnosticados como oligodendroglioma, 6 fueron
confirmados mediante estudios moleculares. La mayoria de los casos fueron
mujeres (4 casos de 6), con edad maxima de 58 afios, minima de 25 y en
promedio 41 afos en la muestra. Las localizaciones fueron heterogéneas, en

I6bulo parietal, temporoparietal, frontal y temporal.

Todos los casos fueron positivos para codelecion 1p19g. 5 de 6 casos presentaron
mutacion de IDH, el Unico caso no positivo, fue tejido no valorable al momento de
realizar la prueba. Solo un caso perdi6 ATRx y solo dos de los casos fueron

positivo para p53 (30%).

No se observaron mutaciones en H3k27m o brachyury en los casos

diagnosticados como oligodendroglioma.
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ID | DX DX < DX N DX © | IDH ATRX P53  H3K27M BRACH Codlp19q
NnciaL & 1 8 2 8 3 8
< < < <
nd a4 a4 [nd
O O] O] O
24 AD I OS NA OS II OS II 1 1 1 -1 1
25 OAS I AD I O I AD I -1 O a1 1 1
29 (0] 1] AD 1 AD 1l AD 1l 1 1 1 0 0 1
31 0 n o n o un o 1 1 1 0 o0 0 1
32 0 i oA M O u o 1 1 1 1 0 0 1
3 OAS I AD I O 1 O 1 1 1 0 o0 0 1

Tabla 3. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Oligodendroglioma, grado II”.
0OS: Otro. AD: astrocitoma difuso. O: Oligodendroglioma, OA: Oligodendroglioma
anaplasico. OAS: Oligoastrocitoma difuso. 0: negativo. 1: positivo. -1: No valorable.

Es de llamar nuestra atencion el caso numero 24, el cual fue diagnosticado en
2013 como Astrocitoma difuso. Posteriormente, los 3 patélogos dieron otros
diagnosticos alejados del glioma difuso. Uno mencioné la posibilidad de un
Schwannoma y dos de ellos en base a las caracteristicas morfolégicas sugirieron
un xantoastrocitoma pleomérfico, grado dos. Sin embargo, al momento de realizar
pruebas moleculares, se observa mutacion de IDH, retencion de ARTX vy
codelecion de 1pl19qg, dando un diagnostico integrado de Oligodendroglioma,
cuyas caracteristicas morfoldgicas lo limitaban a un grado Il segun la Organizacién
Mundial de la Salud.
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Figura 11. Caso 24. Se observa una proliferacion celular de aspecto fibrilar con células grandes de
citoplasma amplio eosinofilico con ligera vacuolizacién; sin mitosis, necrosis o proliferacion
vascular. IDH mutante, ATRx conservado y delecion de 1p19q.

En esta categoria se pudieron esclarecer dos de los llamados oligoastrocitomas.
En ambas situaciones los tres patélogos no fueron unanimes respecto a la
morfologia, sin embargo, la codelecion fue un dato mandatorio. Llama la atencién,
ademas, la perdida de ATRX en uno de los casos; en literatura previamente
descrita se consideran casi mutuamente excluyentes. Rara vez ocurre perdida de
ATRX en oligodendrogliomas puros, pero han sido publicados reportes de perdida,

sobre todo en oligodendrogliomas anaplasicos [53].

Oligodendrogliomas anapléasicos

Se diagnosticaron 8 casos como oligodendrogliomas anaplasicos, se trataron de
pacientes de 26 a 61 afios, con una edad promedio de 51 afios. Mas de la mitad
fueron hombres (5 de 8 casos) y las localizaciones mas frecuentes fueron

frontoparietal y frontal.
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ID | DX DX1 = Dx2 & DX3 © | IDH ATRX P53 | H3K27M BRACH | Codlpl9q
iNniciaL 8 Q Q Q
[a) (a) [a) [a)
< < < <
[ a4 [ [
o o o o
20 AA TRE v G v G VAT 1 1 0 1 1
NOS NOS NOS
21 AA m os 1 G vV G (VAR 1 1 0 1 1
NOS NOS
35 0 I OA Il OA m oA mooo1 1 0 0 0 1
36 OA m  OA Il OA i oA TR 1 0 0 0 1
37 0 I OA Il OA oA mo o1 0 1 0 0 1
38 0 NA OA Il OA oA mooo1 1 1 0 0 1
41 OA I OA 1l OA i OA TR 1 1 1 0 1
42 OA m  OA Il OA i oA mooo1 1 0 0 0 1

Tabla 4. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Oligodendroglioma anaplasico,
grado III”. OS: Otro. AA: astrocitoma anaplasico. O: Oligodendroglioma, OA:
Oligodendroglioma anaplasico. G NOS Glioblastoma NOS. 0: negativo. 1: positivo. -1: No
valorable.

Todos los casos tuvieron la codelecion, excepto dos, los cuales por condiciones
del tejido no fue evaluable; asi mismo ocurrié con IDH, teniendo 6 casos positivos
de 8 por defectos del tejido durante la técnica histoldgica. Al igual que en los
oligodendrogliomas grado I, la perdida de ATRX ocurri6 en un caso, y la
expresion de p53 aumento al 50% de los casos, como lo comenta la literatura; a
pesar de no estar completamente aceptado, se ha intentado relacionar la
expresion de p53 con el grado histolégico siendo ligeramente mayor en los
oligodendrogliomas anaplasicos, en comparaciéon con los tumores de grado Il,
31.25% y 23%, respectivamente [52].

En estos casos tampoco hubo mutacion de H3k27m, y solo un caso mostro

positividad para Brachyury en el 40% del tejido.

Es para resaltar el caso numero 20, diagnosticado inicialmente como astrocitoma
anaplasico, el cual por los tres patologos fue valorado como un glioblastoma NOS;
sin embargo, la mutacion para IDH, y codelecion para 1p19q fue lo que inclino

hacia el diagnostico de oligodendroglioma anaplasico.
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Figura 12. Caso 20, se observa una neoplasia celular con anaplasia, mitosis presentes,
proliferacion vascular y mitosis (circulo). Las células son ligeramente ovaladas con citoplasmas
claros. La mutacién para IDH estuvo presente, asi como la codelecion de 1p19q.

Asi mismo el caso 21, diagnosticado como astrocitoma anaplasico, fue reevaluado
como glioblastoma NOS por dos patélogos y uno de ellos lo catalogo como

ganglioglioma, por los caracteres ganglionales de la lesion.
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Figura 13. Caso 21, se observa una proliferacion de células de aspecto anaplasico con mitosis
atipicas en un fondo fibrilar; la mutacién para IDH estuvo presente, asi como retencién de ATRX y
p53. Codelecion 1p19q.

Sin embargo, los hallazgos moleculares son consistentes con oligodendroglioma,
que en base a los caracteres histologicos se posiciona como grado Il en la escala
de OMS.

Todos los casos diagnosticados como oligodendroglioma en el diagnostico
integrado final, fueron positivos para IDH, concordante con lo descrito en la

literatura.

Glioblastomas IDH mutante

El grupo diagnosticado como glioblastoma IDH mutante, es el mas amplio de la

lista.

Considerado en base a su carcinogénesis como glioblastoma secundario, esta
categoria tuvo 26 casos. La mayoria fueron previamente diagnosticados como
Glioblastomas multiforme. Termino ya no empleado por la nueva clasificacién de la
Organizacion Mundial de la salud. Solo dos casos tuvieron diagnostico histolégico

previo de oligodendroglioma anapléasico y oligoastrocitoma anaplasico.

Los casos presentan edades que oscilan entre los 31 y los 87 afios, con un
promedio de 58 afios. 7 de los 26 casos, se presentaron en pacientes menores de
45 afos, que es la incidencia mundial promedio reportada en el libro azul de la
OMS.

La mayor incidencia fue en hombres con 16 de 26 casos. Con tendencia a
localizarse en los lobulos, el mas frecuente el temporal, seguido muy de cerca por

el I6bulo parietal.
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Tabla 5. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Glioblastoma IDH mutante,

ID | DIAGNOSTICO DX1 < 'Dx2 & DX3 © IDH | ATRX P53 | H3K27M BRACH EGFR Codlp19q
INICIAL Q Q Q Q
[a) [a) [a) [a)
< < < <
[ v [ [
o o o o
26 OA m G vV OA Il G Vo1 1 0 0 0 3
NOS NOS
I v v
NOS NOS NOS
G NOS
NOS NOS NOS
49  GNOS v G v G vV G v o1 1 1 0 0 1
NOS NOS NOS
50 GNOS IV AA m G vV G v o1 1 1 1 1 0
NOS NOS
53 G NOS VG \ARRC Vv G Vo1 1 1 1 0 1
NOS NOS NOS
54  GNOS IV  OA m G \VARRE Vo1 0 1 1 0 0
NOS NOS
57  GNOS Vv G \ARNS vV G v o1 1 1 0 0 0
NOS NOS NOS
58 G NOS IV AA m G vV G v o1 1 1 1 0 0
NOS NOS
62 GNOS IV AA M AA Il AA mooo1 1 1 0 0 0
63 G NOS V| G vV G \VARRE Vo1 1 1 1 0 0
NOS NOS NOS
65 GNOS VARS \VARNS vV G v o1 1 1 0 0 0
NOS NOS NOS
G NOS

NOS NOS NOS

72 GNOS v G IV

74 GNOS vV G WY
NOS N NOS

75  GNOS vV G vV G vV G \AREY 1 0 1 0 0
NOS NOS NOS

76 GNOS WY

G NOS

NOS NOS NOS

80 G IDHm vV G vV G vV G Vo1 1 0 1 0 0
NOS NOS NOS

81 G IDHm vV G vV G vV G Vo1 1 0 1 0 0
NOS NOS NOS

82 G IDHm vV G vV G vV G Vo1 1 1 1 0 0
NOS NOS NOS

grado IV”. OAA: Oligoastrocitoma anaplasico. AA: Astrocitoma anaplasico. OA:
Oligodendroglioma anapléasico. G NOS Glioblastoma NOS. G IDHm: Glioblastoma IDH
mutante. OS: otro. 0: negativo. 1: positivo. -1: No valorable.
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Todos los casos fueron IDH mutante, solo el 7.6% tuvo perdida de ATRX, el 73%

presento mutaciones para p53 y el 53% para H3k27m.

Cabe resaltar que los dos casos previamente diagnosticados como
oligodendroglioma anaplasico y oligoastrocitoma anaplasico no presentaron
codelecion de 1p19q por lo que las caracteristicas histoldgicas y el perfil molecular

fueron concordantes con un glioblastoma IDH mutante.

La amplificacion de EGFR fue vista en 5 de los 26 casos, lo que representa el
19.2%; valor mas alto que lo reportado en la literatura en estos tumores, también
llamados glioblastomas secundarios. Si bien, la amplificacion puede ser
encontrada hasta la mitad de los casos en glioblastomas primarios o IDH no
mutantes, llama la atenciéon que en nuestro caso encontramos este porcentaje

mas elevado, ademas, las caracteristicas epidemioldgicas también son de notar.

El caso 43 se trata de una femenina de 54 afios, la Unica mujer en la serie, con un
tumor frontal diagnosticado como Glioblastoma NOS, en el consenso, solo un
patélogo sugirié un astrocitoma anaplasico, el resto se valor6 como glioblastoma
grado IV con mutacion de IDH, ATRX preservado, p53 en el 90% del tejido y
negativo para H3k27 y Brachyury.
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Figura 14. Se observa un tumor altamente celular con anaplasia y proliferacion vascular de tipo
glomeruloide. La morfologia y la amplificacion para EGFR lo cataloga como glioblastoma.

Los casos 69, 73 y 77 se tratan de masculinos. De 44 a 51 afios, con lesiones en
region parietal, temporal y frontotemporal, respectivamente. Por consenso todos
se trataron de un glioblastoma grado IV; los cuales presentan el mismo perfil
molecular: mutacion de IDH, expresion nuclear de ATRX y p53. Caso 73 y 77
fueron positivos para H3k27m, pero Brachyury no se expresé en ninguno de los

tumores.

El caso 71 se trata de un paciente de 43 afios con un tumor temporal con
diagnostico histolégico de glioblastoma, que a diferencia de los demas, fue
negativo para p53, expresando positividad nuclear en solo el 5% de las células.

Consistente con glioblastoma, grado IV.
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Figura 15. Se observa una proliferacion celular en empalizada con células que presentan anaplasia
y un centro necrético. Amplificacion de EGFR y negatividad para p53.

Glioblastomas IDH “Wild type” o salvaje

Estos tumores también se conocen como glioblastomas primarios y tienden a
ocurrir en personas mayores a 55 afos, con una media de 64 afos [54], en
Estados Unidos. En este estudio se identificaron 13 glioblastomas primarios en
pacientes de edades de los 34 a los 69 afios, con una edad promedio de 55. 4

pacientes, menores de 55 afios.

7 de los 13 casos se trataron de masculinos y la localizacidon mas frecuente fue en

el I6bulo parietal.
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Tabla 6. Resultados obtenidos en el diagnostico integrado “Glioblastoma IDH WILDTYPE,

ID DIAGNOSTICO o DX 1 8 DX 2 S DX 3 8 IDH ATRX P53 H3K27M BRACH EGFR Cod1lp19q
INICIAL 2 a a a
g 2 2 g
(U] (U] (U]
22 AA 1] AA 1 G \Y) G \Y) 0 1 1 0 0 0
NOS NOS
44 G NOS v G \Y) G \Y) G \Y) 0 1 1 1 0 0
NOS NOS NOS
45 G NOS v G \Y) G \Y) G \Y) 0 1 0 0 0 -1
NOS NOS NOS
G NOS -1
NOS NOS NOS
G NOS \ 11l
G NOS
NOS
61 G NOS \ OA 11l G \% G \Y) 0 1 0 0 0 0
NOS NOS
64 G NOS v G \Y) G \Y, G \Y) 0 1 1 0 0 0
NOS NOS NOS
G NOS -
. NOS NOS
G IDHw
NOS NOS N
52 G NOS [\ AA 1] G v G v 0 0 1 1 0
NOS NOS 0.20

grado IV”. AA: Astrocitoma anaplasico. OA: Oligodendroglioma anaplasico. G NOS
Glioblastoma NOS. G IDHw: Glioblastoma IDH wild type. 0: negativo. 1: positivo. -1: No
valorable.

En este caso todos los tumores presentaban una morfologia de lesion glial de alto
grado, todos fueron negativos para IDH, la perdida de ATRX solo se observo en
uno de los casos, mientras que la mutacién de p53 fue en el 69.2%. La mutacién
para H3k27m solo fue observada en 3 tumores y Brachyury fue negativo nuclear
en todos los casos.

La amplificacién de EGFR fue en 3 de los 13 casos, representando un 23% de la

muestra.

Los casos con amplificacion para EGFR corresponden al caso numero 48,

correspondiente a un masculino de 42 afios con una lesion parietal que presenta
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expresion nuclear de ATRX, positividad nuclear del 20% del tejido para p53 v,
como Unica diferencia respecto a los otros dos casos, positividad para la mutacién
de H3k27m.

El caso 56 y 70 corresponden a una femenina y a un masculino de 56 7 59 afios

respectivamente.

Aunque fue mayor el porcentaje de EGFR amplificado en glioblastomas IDH no
mutante (23%) en comparacion a aquellos glioblastomas IDH mutante (19%), no
correlaciona completamente con la literatura internacional que indica, la
amplificacion de EGFR en glioblastomas primarios suele ser en el 57.4%
comparado a 8% en los secundarios o IDH mutantes. Asi mismo, y aunque la
mayoria mostraba apenas el punto de corte (10%) para determinar mutacion de
p53, casi todos los casos de amplificacion de EGFR mostraban esta mutacion; lo
cual tampoco concuerda con la literatura. Este estudio tiene limitantes,
probablemente la muestra que no permite correlacionar estadisticamente estos

hallazgos.

Otros

Dos casos fueron clasificados como “otros”. En la siguiente tabla se describe el

perfil molecular de ambos casos.

ID DIAGNOSTICO DX 1 DX 2 DX 3 IDH ATRX P53 H3K27M  BRACH EGFR

o - ('] (4]
INICIAL 2 Q Q g
o < < <
] o o o
(U] (U] o
8 AD I 0 - os I 0s [ 0 -1 -1 -1 -1
55 G NOS IV GNOS &IV G Y G voo-1 1 1 1 0 0

NOS NOS
Tabla 7. Resultados obtenidos en casos determinados como “Otros”. AD: Astrocitoma
difuso. O: Oligodendroglioma. G NOS Glioblastoma NOS. OS: Otros. 0: negativo. 1:
positivo. -1: No valorable.

El caso numero 8 representa una lesion cerebelosa de un paciente masculino de 8
afios, con diagnéstico inicial de astrocitoma difuso. Posteriormente, tras la

evaluacion inicial, uno de los patdlogos lo considero oligodendroglioma, sin
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embargo, solo tuvo delecion del cromosoma 19q; el resto de los patélogos dio
como posibilidad diagnostica un glioma grado I, concordante con astrocitoma
pilocitico. A favor se obtiene IDH negativo; el resto de los marcadores no pudieron
ser evaluados. Se agreg6 estudio de BRAF v600, por inmunohistoquimica que no
fue contribuyente por caida del tejido.

Figura 16. Caso 8, se observa una proliferacion adyacente a cerebelo, difusa con fondo
glial de células pequefias con halo claro perinuclear y vasos delgados. Negativo para IDH.

El caso namero 55 se trata de una femenina de 44 afios de edad con un tumor en
el I6bulo frontal diagnosticado inicialmente y por el resto de los patdlogos tras la
nueva evaluacion como Glioblastoma, grado 1V, sin embargo, a presa de presentar
inmunorreactividad para ATRX, p53 y H3k27m; el tejido para la realizacion de IDH
no fue valorable; ademas, la amplificacion de EGFR en este paciente fue ausente,
por lo que adaptando a las nuevas guias del afio 2016 al no conocer el status de
IDH se denomina glioblastoma NOS.
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Reproducibilidad Inter observador

La reproducibilidad Inter observador entre los 3 patdlogos involucrados (dos

neuropatologos experimentados y un patélogo quirdrgico general) tuvo un rango
moderado (k:0.531).

La reproducibilidad en el grado histoldgico entre todos los patélogos comparado

con el grado histolégico final fue fuerte (k: 0.619).

Mientras que la correlacién Inter observador entre los diagndésticos histologicos fue

ligera para astrocitoma anaplasicos, pero casi perfecta en el caso de los

glioblastomas (k: 0.308, y k:0.831), respectivamente.

Diagnostico integrado

El diagnostico cambi6o en el 20.8% de los astrocitomas, en 23% de los

oligodendrogliomas y 7.3% de glioblastomas posterior a las pruebas moleculares.

DIAGNOSTICO INTEGRADO

No
valorable

ASTROCITOMA
DIFUSO

ASTROCITOMA
ANAPLASICO

GLIOBLASTOMA
IDH MUTANTE

GLIOBLASTOMA
IDH WILD TYPE

Total

DIAGNOSTICO INICIAL

ASTROCITOMA DIFUSO

ASTROCITOMA
ANAPLASICO

OLIGODENDROGLIOMA

OLIGODENDROGLIOMA
ANAPLASICO

GLIOBLASTOMA IDH
MUTANTE

GLIOBLASTOMA IDH
WILD TYPE

OTROS
GLIOBLASTOMA NOS
Total

1
1
1
0
0
0
0
2

5

9
2
1
0
0

0

0
0
12

1
5
0
1
1
0
1
1

9

o o w o r|Oo

onN O

6

o w w N O

o o o

8

0

= O

0

1
20
26

0
1
0
0
0

1

0
12
14

o

N, O O

13
11

35
82

Tabla 9. Cambios observados entre el diagndstico inicial con el diagnostico integrado de

los 82 casos, incluidos los casos no valorables.
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DISCUSION

En nuestro estudio a pesar de que morfolégicamente la concordancia Inter
observador es adecuada, la concordancia en grado histolégico entre los tres

patdlogos es excelente en nuestra experiencia.

La peor correlacion Inter observador fue en la categoria de astrocitomas
anaplasicos. Sin embargo, correlaciona con estudios previos en la literatura entre
los cuales, aun entre un grupo de neuropatdlogos expertos (5 neuropatélogos) las
puntuaciones de kK a través de un esquema modificado de Ringertz para la
clasificacion de 30 astrocitomas, aun no excedia el 0.63. [60]. La concordancia en
el diagnéstico de astrocitomas anaplasicos entre los revisores expertos fue la
categoria mas débil para la concordancia, y probablemente sea causada por la
variacion de pautas de la OMS para distinguir astrocitomas anaplasicos de
glioblastomas. Los criterios para distinguir el astrocitoma de bajo grado de
Astrocitoma anaplasico y astrocitoma anaplasico de glioblastoma siguen siendo
problematicos. En el sistema actual de la OMS (OMS 2016), basado en los
criterios de St. Anne-Mayo, que sirvio de base para la clasificacion previa de 2007;
en esta los astrocitomas de grado bajo se diferencian de los astrocitomas
anaplasicos segun el aumento de la densidad celular, el pleomorfismo nuclear y la
actividad mitética. Debido a que la caracteristica del pleomorfismo nuclear es dificil
de definir, esta delimitacién es propensa a la variabilidad Inter observador. Por lo
tanto, no es sorprendente que la caracteristica del pleomorfismo nuclear no haya
mostrado poder discriminativo en una revision reciente, incluso entre el panel de
expertos [60]. Respecto a la proliferacion vascular incipiente, este criterio por si
solo puede verse en astrocitomas anaplasicos, por lo que no es un criterio fuerte
para definirlo morfolégicamente como glioblastoma, pero si lo es la necrosis
tumoral; asi como la proliferacion vascular evidente; por lo que tener estos datos
histologicos si justifica el diagnostico de glioblastoma frente al astrocitoma

anaplasico.
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Figura 17. Aspectos morfoldgicos entre Astrocitomas anaplasicos (A y B) y glioblastoma (C). Se
observa anaplasia y mitosis (A), proliferacion vascular incipiente (B). En el ejemplo C observamos

lo anterior, ademas de necrosis.

En este estudio el diagnostico cambié en el 20.8% de los astrocitomas, en 23% de

los oligodendrogliomas y 7.3% de glioblastomas.
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Figura Numero 18. Comparacion entre los diagnosticos iniciales, con los diagnésticos integrados
posterior a las pruebas moleculares. A: Astrocitoma, AD: Astrocitoma difuso. AA: astrocitoma
anaplasico, O: Oligodendroglioma, OA: oligodendroglioma, OAS: Oligoastrocitomas, GB:

Glioblastoma, GBm: Glioblastoma IDH mutante, GBw: Glioblastoma IDH wild type.

La mas reciente actualizacién de la Organizacion Mundial de la salud, del afio
2016 marco un gran cambio de la organizacion previa respecto a no solo tomar en
cuenta el aspecto morfoldgico, sino agregar firmas moleculares con la inclusion del
cromosoma 1lp y la codelecion 19q como parte de la "firma molecular" del
oligodendroglioma y mutaciones en IDH1 o IDH2 como el principal factor

pronéstico y diagnéstico molecular para los astrocitomas del adulto.

IDH

Mutaciones sin sentido de IDH1 en posicibn 132 de la arginina, es menos
frecuente que las mutaciones en el homologo de arginina en posicion 172. Sin
embargo, en general, las alteraciones en IDH1 e IDH2 ocurren en el 80 a 90% de
los astrocitomas infiltrantes grado 1l y grado Ill, oligodendrogliomas vy

glioblastomas secundarios. [42]
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La mutacion mas frecuente de IDH es una mutacion de sin sentido en IDH
convirtiendo arginina en posicién 132 a histidina. La proteina mutada es detectable
por mediante un anticuerpo sensible y especifico. La inmunopositividad para IDH
es suficiente para clasificar un glioma como “IDH mutante”. [43]. Acuerdo a los
nuevos criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, se recomienda que la
histologia similar a un astrocitoma, demostrar la mutacion IDH1, con pérdida de
expresion nuclear de ATRX y/o una fuerte expresion difusa de p53 por
inmunohistoquimica es suficiente para realizar un diagnéstico de Astrocitoma
IDH.

Los astrocitomas IDH “wild type” o no mutados son una entidad controversial
actualmente, diversos estudios y autores consideran que es posible establecer un
diagnéstico molecular integrado a través de amplificacion de EGFR, TERT o
mutaciones de H3k27m o H3-G34 H3F3A-G34; o glioblastomas difusos de la linea
media para asi establecer el tipo correcto de glioblastoma: clasico, H3 o difuso de
la linea media. En nuestro estudio solo un caso quedo asignado posterior a
pruebas moleculares como Astrocitoma anaplasico, grado Il IDH no mutante o
wild type. Este caso carecia de mutacién H3k27m y presentaba perdida de patron
nuclear de ATRX.

ATRX

La inactivacion de ATRX dentro de los gliomas puede ser causado por
mutaciones, deleciones, fusion de genes o un conjunto de estas causas. Se ha
demostrado que la perdida de la expresion de esta proteina puede ser verificada
mediante inmunohistoquimica; simplificando significativamente la incorporacion de
la delecion del estado de ATRX en la préactica clinica, dado que los métodos de
secuenciacion masiva serian dificiles de aplicar para un gen tan grande como
ATRX. [44]. Las mutaciones de ARTX son mas frecuentes en grados Il y Ill de
astrocitomas. La pérdida de expresion se ha detectado en el 41% de los

astrocitomas anaplasicos, y en el 27% de los astrocitomas difusos. En este
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estudio, en gliomas difusos hubo perdida de expresion nuclear en el 33% y en
astrocitomas anaplasicos en el 67%, lo que corresponde a la tendencia
internacional que establece la perdida de ATRx como un factor relacionado al
grado. Sin embargo, han sido poco frecuentes en tumores oligodendrogliales con
lo que se puede concluir el papel primordial del ATRX para definir un linaje
astrocitico, sobre uno oligodendroglial. En este estudio, solo dos de 14
oligodendrogliomas mostraron perdida de expresion de ATRXx. Respecto a
glioblastomas y ATRX, este gen fue detectado por primera vez en glioblastomas
pediatricos asociados a mutaciones H3F3A, en adultos la perdida de ATRX es
poco frecuente, y parece estar fuertemente asociada con mutaciones de IDH y
p53. En este estudio el 62.5% de los tumores mutados para ATRX presentaban

mutaciones para IDH y para p53 y solo 4 casos correspondian a glioblastomas.

Fue estadisticamente significativo la asociacion entre ATRX y el grado histolégico;
demostrando que, a mayor grado histolégico, mayor es la posibilidad de que se

mantenga la expresion nuclear de ATRX (p=0.045).

P53

En tumores con mutacién en IDH y ATRX es frecuente encontrar que estos
presentan mutacion de TP53 hasta en el 94%. [45]. Estudios anteriores han
detectado mutacion en la proteina p53 mediante inmunohistoquimica en
aproximadamente el 15 a 40% de los astrocitomas difusos, del 35 al 60% de los
astrocitomas anaplasicos y el 35 a 70% de los glioblastomas. Todo esto parece
indicar que la inactivacién del gen supresor tumoral, p53, es un evento genético
temprano que favorece la tumorogénesis en lesiones astrociticas en el adulto. En
nuestro estudio fueron 52 de 82 casos positivos para la mutacion de p53; 16 casos
correspondientes a astrocitomas (30.7%), de estos 9 fueron astrocitomas difusos y
5 astrocitomas anaplasicos. 29 casos (55.7%) diagnosticados de forma integrada
como glioblastoma presentaron mutacion de p53, de los cuales el 65% fueron

glioblastomas IDH mutante. Datos que correlacionan directamente con estudios
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previos en los cuales se ha detectado por inmunohistoquimica p53 en 15 al 40%
de los astrocitomas difusos, 35 a 60% en los astrocitomas anaplasicos y del 35 al
70% de los glioblastomas. [55]. Actualmente estdn bien establecidas diferentes
vias para la tumorogénesis de glioblastomas, de acuerdo a Verhaak y
colaboradores de acuerdo al datos del Atlas del genoma del cancer donde se
analizaron perfiles de expresion génica, se identificaron 840 genes que permitieron
establecer 4 subtipos moleculares de glioblastomas: el de tipo 1) proneural, que se
asemeja mas a un oligodendrocito y presenta mutacion en IDH1 y TP52; afecta a
pacientes mas jovenes y presenta mejor supervivencia; se asocia a glioblastomas
secundarios; el tipo 2) neural que se asemeja mas a una neurona madura y no
tiene una via dominante en su biologia; 3) el clasico y el 4) mesenquimal son los
gue se asemejan mas a los astrocitos y estdn dominados por la amplificacion y
activacion de la mutacién de EGFR; ademas presenta perdida del cromosoma 10,
delecion de CDKN2A y ausencia en general del resto de las alteraciones como
p53 e IDH. EIl tipo mesenquimal es dominado por perdida de NF1.[56]. La
mutacion de p53 se ha observado en el 10 al 35% de los glioblastomas primarios y
en el 65 a 90% en glioblastomas secundarios; datos que correlacionan con

nuestro estudio (65% mutantes y 35% glioblastomas IDH wild type).

Solo 6 casos de oligodendrogliomas correspondientes al 11.5% mostraron
mutacion de p53, la mayoria de ellos como oligodendrogliomas anaplasicos (4
casos de 6). Estudios previos de Nayak y colaboradores [52] demostraron que
solo el 28.5% de los oligodendrogliomas mostraban positividad para la proteina
p53. Lo que correlaciona con estudios anteriores que han demostrado mutaciones
del gen p53 en solo el 10 al15% de estos tumores. Aunque se ha intentado
relacionar con grado histologico, siendo ligeramente mayor en los
oligodendrogliomas anaplasicos, en comparacion con los tumores de grado I,
31.25% y 23%, respectivamente [52]. Sin embargo, de forma general no existe
correlacion estadisticamente significativa entre el grado histolégico y la mutacién
de p53.
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En este estudio fue significativa la correlacion entre p53 y el grado histolégico
(p=0.007), concluyendo mayor tendencia a la positividad en grados altos en

correlacion con los de bajo grado.

Codelecion 1p19q

El oligodendroglioma, es otra forma de glioma difuso que esta caracterizado por
mutaciones de IDH y la codelecion de 1p/19q, que suelen afectar a todo el brazo
cromosémico en ambos sitios. Se detectan hasta en el 80% de los
oligodendrogliomas de bajo grado y aproximadamente en el 60% de los
oligodendrogliomas anaplasicos. [48]. En general, el FISH se considera el método
mas adecuado para la deteccion de deleciones cromosémicas, incluso en
comparacion con PCR. El estudio mediante FISH es mas sensible al detectar
deleciones en muestras de celularidad mixta, y es capaz de detectar deleciones en
poblaciones de células tumorales que representan tan solo entre el 15% y el 30%
de todas las células de la muestra en comparacion con un requisito del 60% al
90% de contenido de células tumorales para los estudios de PCR de pérdida de
heterocigosidad. [57].

La pérdida aislada en 199 puede ocurrir en astrocitomas; asi mismo, pero de
forma menos frecuente se puede obtener una perdida aislada de 1q en este tipo
gliomas difusos. Otras anomalias moleculares han sido reportadas en los tumores
oligodendrogliales, incluyendo la ganancia de cromosoma 7, perdida de 22q, y 9;
asi como polisomia de cromosoma 1 y/o el cromosoma 19. Una polisomia puede
ser definida como mas de 2 sefiales en 1g o en 19p que equivalgan en mas de
30% de las células las cuales presenten al final una codelecion de 1p/19qg. En
nuestro estudio observamos una polisomia de 1q en el caso identificado como
namero 41, el cual pertenece a un paciente masculino de 50 afios, con diagnostico
integrado de oligodendroglioma anaplasico, grado Il de la OMS con codelecion

demostrada por FISH para 1p19q.
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Figura 17. Caso 41, en el
gue se observa polisomia
de 1q.

Ren y colaboradores
mostraron la serie
mas  grande de

oligodendrogliomas
en el cual se
realizaron  estudios
de FISH a todos los

casos, con el objetivo
de evaluar la importancia pronostica de la co-polisomia del cromosoma 1q y 19p
en tumores oligodendrogliales codificados con 1p/19q, de forma estadisticamente
significativa, la prevalencia de polisomia se asocid con mayor frecuencia en
oligodendrogliomas de grado alto. Y tras seguimiento clinico se llegd a la
conclusién que la co-polisomia se asocio de forma independiente con una
supervivencia libre de progresion y una supervivencia general mas cortas en los
oligodendrogliomas codificados con cédigo 1p / 19q, independientemente de los
grados del tumor.[58]. Es interesante como correlaciona nuestro caso siendo un
oligodendroglioma de alto grado; sin embargo, y una limitante de nuestro estudio

es la falta de seguimiento en nuestros pacientes.

EGFR

El FISH para la amplificacién de EGFR generalmente se considera un estandar de
oro para el diagnostico de amplificacion de EGFR, pero no esta claro qué valores
de corte (el porcentaje de nucleos positivos y la proporcion optima de EGFR frente
a centromero 7) deben usarse. Recientemente, estudios han intentado
determinarlo, mediante el uso de datos de > 1000 muestras, proporcionamos

evidencia de que el limite para determinar la amplificacion del gen EGFR por FISH
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debe aumentarse, preferiblemente a> 50% de los nucleos amplificados con EGFR.
[59].

La amplificacion de EGFR ocurre en 57.4% de los glioblastomas primarios
comparado al 8% de los glioblastomas secundarios. En este estudio solamente el
23% de los glioblastomas IDH no mutante fueron positivos. Y no fue posible
establecer una correlacion entre la amplificacion y la edad del paciente. Aunque la
amplificacion es un fendmeno frecuente y es determinante para el diagndstico de
glioblastomas, no es completamente necesario para el diagnostico integrado
segun la clasificacion de la OMS del 2016; hasta este momento, el diagnostico de
glioblastoma solo debe ser completado con el estatus de IDH. El mayor impacto
de esta amplificacién tiene que ver con el manejo y prondstico de los pacientes

con glioblastomas, con la posibilidad de otorgarles terapia anti-EGFR.

En esta serie no fue posible establecer la importancia de esta amplificacion, pues

la principal limitante es la falta de seguimiento clinico.

H3K27m

El glioma difuso de la linea media con mutacion H3 K27M es una nueva entidad

dentro de los glioblastomas, introducida por primera vez en la clasificacion de la
OMS en el aflo 2016. Fue identificado por primera vez en los gliomas pontinos
intrinsecos pediatricos; este subgrupo se define por mutaciones de ganancia de
funcién en genes que codifican la histona H3 (H3F3A, HIST1H3B, HIST1H3C o
HIST1H3Il) que dan como resultado una sustitucion de aminoacidos Lisina>
Metionina en la posicion 27. Esta alteracion, que aparece precoz Yy
homogéneamente, también se identificO en adultos con gliomas difusos,
predominantemente aquellos con edades tempranas de aparicion y tumores en
localizaciones de la linea media como la médula espinal, tAlamo, tronco encefalico
y cerebelo. Aunque la clasificacion histologica de estos tumores suele ser de bajo

grado, su resultado clinico es malo.
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En este estudio fue significativa la correlacion entre expresion de H3k27m
(p=0.003), con mayor tendencia a la positividad en gliomas de alto grado.

Brachyury

El factor de transcripcion BRACHYURY (TBXT) es un factor de transcripcion de la
familia T-box con un rol central en la especificacion de la notocorda y mesodermo,
y su alteracion es asociada con defectos congénitos, la mayora en tubo neural.

Pinto y colaboradores (2020), demostraron en su estudio que la pérdida de
brachyury es un biomarcador importante de mal pronéstico en los gliomas y
sugiere fuertemente un papel supresor tumoral, expresandose de forma nuclear en

gliomas de bajo grado y conforme aumentaba el grado, irse perdiendo.

En este estudio, solo dos casos mostraron positividad nuclear, no siendo posible

establecer ninguna correlacion al respecto.

Limitantes del estudio

De forma general, las limitantes de este estudio se confinan al tamafo de la
muestra; de 82 casos, cinco fueron no valorables. Ademas, la falta de
seguimiento clinico no nos permite en este momento establecer el prondstico real
y su correlacion con los biomarcadores necesarios para el diagnostico integrado

de la Organizaciéon Mundial de la Salud del 2016.
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Algoritmo diagnostico propuesto

Glioblastomas Oligodendrogliomas

Codelecion
1p19q

CONCLUSION

En conclusién, la nueva clasificacién molecular del 2016 en tumores gliales difusos
por la Organizacion mundial de la Salud (OMS), exige la realizaciéon de pruebas
especializadas para la determinacion del diagnostico integrado adecuado, con

severas consecuencias pronosticas para el paciente.

Si bien, la base morfoldgica es el inicio del abordaje de estos tumores, en este
estudio pudimos observar que la concordancia entre la morfologia observada por

patologos experimentados y los estudios de biologia molecular es buena.
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La tasa mayor de cambio entre el diagnostico inicial y el integrado fue a nivel del
grupo de los oligodendrogliomas que requieren de pruebas de FISH (codelecion
1p19q), IDH y ATRx para confirmar este diagnostico en todos los casos.

El resto de las entidades tuvo buena concordancia, de hecho, en glioblastomas el
cambio fue minimo y la correlacién entre patélogos expertos fue excelente. Asi
mismo, en el grado histolégico fue muy alta, lo que nos puede ayudar a concluir
que los casos revisados por al menos 2 patdlogos experimentados puede
proporcionar una certeza diagnostica adecuada; esto cobra importancia en paises
con acceso limitado a recursos, para utilizarlos en los casos de mayor impacto

pronostico en nuestra poblacion.

Se sugieren realizar estudios en la poblacion mexicana para correlacionar los
hallazgos moleculares con seguimiento clinico y valorar asi el impacto de la

clasificacion molecular en nuestra poblacion.
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