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RESUMEN

La pérdida de heterocigosidad 1p/19q tiene valor pronoéstico clinico y estd fuertemente asociada con caracteristicas
histolégicas clasicas de oligodendroglioma. Objetivos: El presente articulo, propone un método molecular para
determinar la pérdida de heterocigosidad (LOH por sus siglas en inglés) para 1p/19q y permitir la clasificacion de
tumores oligodendrogliales. Material y Métodos: Se utilizaron muestras en fresco del Banco de Tejidos Tumorales
del Instituto Nacional de Enfermedades Neioplasicas (INEN) y biopsias de tejido embebido en parafina de tumores
oligodendrogliales, con diagndstico patolégico de oligodendroglioma y oligoastrocitoma. Los métodos propuestos
son PCR Multiplex y amplificacion de fragmentos por electroforesis capilar de los productos de PCR, y fueron
aplicados a un total de 39 casos que presentaban grado histoldgico Il y III. Resultados: Los resultados obtenidos
permiten una adecuada clasificacion molecular de los tumores oligodendrogliales.

PALABRAS CLAVE: Oligodendroglioma, PCR Muliplex, pérdida de heterocigosidad.
SUMMARY

A heterozygosity loss of 1p/19q has clinical prognostic value and is strongly associated with classical histologic
features of oligodendroglioma. Objectives: The present article proposes a molecular method to determine the loss of
heterozygosity (LOH) for 1p/19q and to allow the classification of oligodendroglial tumors. Material and Methods:
Fresh samples from the National Institute of Neoplastic Diseases’ Tumor BioBank and paraffin-embedded tissue
biopsies of oligodendroglial tumors with pathological diagnosis of oligodendroglioma and oligoastrocytoma were
used. The proposed methods are Multiplex PCR and amplification of fragments by capillary electrophoresis of PCR
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products, and were applied to a total of 39 cases which presented histological grade II and III. Results: The results
obtained allow an adequate molecular classification of oligodendroglial tumors.

KEYWORDS: Oligodendroglioma, Multiplex PCR, loss of heterozygosity.

INTRODUCCION

Segun el Sistema de Vigilancia Epidemiologica del
Ministerio de Salud (MINSA), para los afios 2006 al
2011, los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC)
corresponden al 1.8% de las neoplasias en el Peru.
El Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), atendi6 para el periodo 2005-2014 un total
de 1541 casos de tumores del SNC de los cuales el
10% correspondieron a oligodendroglioma y 6% a
oligoastrocitoma, grado II y III (datos estadisticos no
publicados). La reciente incorporacion de patrones
genéticos en la clasificacion molecular de tumores
del SNC de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) crea la necesidad de implementar herramientas
validadas, que faciliten su diagndstico (1, 2, 3). La
actualizaciéon de la Clasificacion de tumores del
sistema nervioso central (SNC) de la OMS para el afio
2016, se basa en el Consenso de Harlem (2014) (1)
en donde se recomienda que el diagndstico debe ser
determinado en base a la clasificacion histopatologica
(i.e. inmunohistoquimica) (4), grado OMS e
informacion molecular (i.e. biomarcadores); como un
diagnostico integrado, anteriormente, esta informacion
molecular se proporcionaba principalmente como
informacion complementaria dentro de categorias
histologicas ya definidas (5). Este enfoque contribuye
a la reproducibilidad inter observador, uno de
los problemas mas frecuentes en las practicas de
neuropatologia quirtrgica y particularmente en el
diagnostico de neoplasias oligodendrogliales (2).

En los ultimos afios, se ha desarrollado el concepto
de marcadores moleculares, el mas utilizado en
neoplasias oligodendrogliales es la codelecion del
brazo corto del cromosoma 1 y el brazo largo del
cromosoma 19 (1p/19q) (6). Por otro lado, en gliomas
difusos de la linea astrocitica y oligodendroglial,
grado II y III. La clasificacion de los gliomas difusos
de tipo adulto sigue los criterios estandares actuales de
la OMS para astrocitomas y oligodendrogliomas, con
excepcion de algunas circunstancias como cuando las
caracteristicas de la muestra dificultan su graduacion.
Este tipo de excepciones es mas relevante en el glioma
difuso de morfologia ambigua, que no es claramente
de subtipo oligodendroglial puro o astrocitico puro, ya
sea en el contexto de una pequeia biopsia en la que
el muestreo selectivo puede dificultar el diagnostico
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morfoldgico o debido a la falta de estudios moleculares
(1,7). Esto toma particular relevancia en la toma de
decisiones terapéuticas, debido a las diferencias en el
manejo entre gliomas difusos de la linea astrocitica
u oligodendroglial, siendo estos ultimos de mejor
prondstico y sensibles a la quimioterapia con agentes
alquilantes como Temozolamida.

Siendo el INEN el centro de referencia para
diagnéstico y tratamiento de neoplasias del SNC
se hace necesario implementar la determinacion
de la heterocigocidad (LOH) 1p/19q mediante
pruebas moleculares, que asociada a pruebas de
inmunohistoquimica, permitiran el desarrollo de
un método sensible y especifico para el diagnostico
preciso de los tumores del Oligodendrogliales.

El presente trabajo tuvo como objetivo proponer
un método molecular para determinar la pérdida
de heterocigosidad (LOH por sus siglas en inglés)
para 1p/19q y permitir la clasificaciéon de tumores
oligodendrogliales.

MATERIAL Y METODOS
Consideraciones éticas

Las muestras pertenecen al Banco de Tejidos
Tumorales del Instituto Nacional de enfermedades
Neoplasicas (INEN) y son donadas por los pacientes,
mediante un consentimiento informado, aprobado
por el Comité de ética Institucional del INEN. La
informacion brindada y las muestras colectadas podran
ser utilizadas en el estudio.

Identificacion de la region tumoral y desparafinizacion
del tejido

Se analiz6 ADN tumoral a partir de biopsias o
tejido fijado en parafina con no menos del 90% de
células tumorales de 39 casos del INEN (Figura 1).
Se realizaron 10 a 15 cortes histologicos de 20 um de
espesor utilizando un micrétomo y se colocaron en un
tubo de 1.5 mL.

En una cabina para extraccion de gases, se
desparafinaron las muestras en 1 mL de Xilol, con la
ayuda de un vortex por 10 segundos y se centrifugaron
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Figura 1. Diagnostico histologico de oligodendrogliomas. A: Aspecto
monotono de células de nucleos ovalados con halos perinucleares y
finas estructuras vasculares (200X). B: Presencia de células neoplasicas
dispuestas alrededor de neuronas constituyendo la satelitosis perineuron
(400X). C: Expresion intensa de IDH1-R132H predominantemente
citoplasmatica en las células tumorales, confirma la mutacion de IDH1
(400X). D: Retencion de la expresion nuclear para ATRX (400X). A
y B: tincién de H&E. C y D: Inmunohistoquimica. La no pérdida de
expresion de ATRX se ha asociado a fenotipo oligodendroglial y no
mutacion de P53.

Tabla 1: Iniciadores propuestos por Hatanpaa (8)

90°C por 1 hora. Luego de un breve spin, se le agregd
200 pL de buffer AL y 200 pL de etanol absoluto, y
se mezclo por vortex. Se transfirid cada muestra a las
columnas QIAampMinElute y se centrifugé a 8000
rpm por 1 min. Luego se realizaron lavados sucesivos
con las soluciones del lavado Wash Buffer 1 y Wash
Buffer 2 del kit, se centrifugd a 14000 rpm por 3 min.
El ADN fue eluido con 30 pL de buffer ATE del kit, se
centrifugd a 14000 rpm por 1 min. La cuantificacion
de ADN se llevo a cabo con equipo Qubit®.

Reaccion en cadena de la polmerasa Multiple
(Multiplex PCR)

El volumen final de cada reaccion fue de 10 uL
que contiene 0,4 unidades de Taq Thermo Scientific
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase, 0.3 mM de
dNTPs, 1.5 mM de i6n Mg y 1-2 ng de ADN, los
cebadores utilizados para el Mix A son: D1S162F,
DI1S162R, D1S199F, D1S199R, D1S226F, D1S226R,
para el Mix B son: D1S186F, D1S186R, D1S312F,
DIS312R, D19S112F, D19S112R, para el Mix C son:
D19S918F, D19S918R, D19S206F, D19S206R.

Tamaiio segun

Cebador “Forward”

Marcador Mix Secuencia cebador “sentido” Secuencia Cebador “antisentido”

RefSeq (pb) 5"etiqueta fluorescente

D1S-226 A 102 (69-115)* GCTAGTCAGGCATGAGCG GGTCACTTGACATTCGTGG VIC (verde)
DI1S-199 A 104 (85-120) GGTGACAGAGTGAGACCCTG CAAAGACCATGTGCTCCGTA NED (amarillo)
D1S-162 A 134 (115-175) GGGGGAAGAAGTCCGAGTAG ATAAGGGGAACAGGTCTGGG PET (rojo)
DI1S-186 B 99 (69-110) TAGCTCATCCCCCCCTTTCT CCCCTCCTTCCTGCCGCT 6FAM (azul)
D19S-112 B 130 (110-145) GCCAGCCATTCAGTCATTTGAAG CTGAAAGACACGTCACACTGGT VIC (verde)
DI1S-312 B 157 (135-175) CAGCCTTCCCCACAACTTTA TTCCAAACAGCAGGGGAG 6FAM (azul)
D19S-206 C 126 (95-155) TTCATCAAGTCTGTTCCAGCC GAGCCGAAGTCTTTTCACAAGAG 6FAM (azul)
D19S-918 C 160 (130-185) AAAGGCTTGATTACCCCCGA GATTACAGGCGTGAGCACCG VIC (verde)

*rango de tamafio esperado

a 14000 rpm por 2 minutos. Se elimino el sobrenadante
y se realizo un lavado con 1 mL de etanol absoluto,
se centrifugd a 14000 rpm por 2 min. Se eliminé el
sobrenadante y se dejo secar el tubo a 57°C por 10
min.

Extraccion de ADN y cuantificacion

Cada muestra fue tratada con el kit QIAamp®
DNA FFPE Tissue siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se resuspendio el precipitado
en 180 pL de buffer ATL (animal tissue lyss buffer) y
20 pL de proteinasa K (20mg/mL), se incubo a 56°C
por 1 hora hasta que el tejido estuviese completamente
lisado. Inmediatamente después se incubd la mezcla a

Tabla 2. Protocolo de denaturacion de fragmentos amplificados.

. Volumen
Preparacion de la mezcla
(uL)
Hi-Di™ Formamide 9,7
GeneScan™ 600 LIZ® dye Size Estandar v2.0 0,3
Producto de PCR 0,5-1,0

Denaturacion en termociclador a 95°C por 5 min.

Las condiciones de ciclos de PCR para el Mix Ay
el Mix B: 95°C por 4 minutos, luego 40 ciclos de 95°C
por 45 segundos seguidos de 55°C por 45 segundos y
72°C por 1 minuto, seguido por una etapa de extension
final a 72°C por 20 min. El Mix C amplificé con el
siguiente protocolo de TouchDown PCR: 95°C por 4
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minutos, luego 23 ciclos de 95°C por 45 segundos y
61°C (AutoDelta A -0.2°C) por 45 segundos, seguidos
de 10 ciclos de 95°C por 45 segundos y 55°C por 45
segundos; finalmente 72°C por 1 minuto, seguido por
una etapa de extension final a 72°C por 20 min. Los
cebadores utilizados fueron propuestos por Hatanppa (8)
(tabla 1).

Los fragmentos amplificados fueron denaturados
segtin el protocolo indicado en la tabla 2.

Analisis de fragmentos amplificados en analizador ABI
3500

Los amplicones generados fueron separados por
electroforesis en capilar usando el analizador genético
ABI 3500 de Applied Biosystems, se utilizo el polimero
POP4, se utilizo la configuracion y parametros estandares
del analizador ABI 3500.

Los electroferogramas generados se analizaron
con la herramienta bioinformatica Genemapper. Esta
metodologia permitié separar los amplicones generados
por tamario y color para analizarlos independientemente.

Analisis de perfiles de cada alelo obtenido

Se utilizo el software Genemapper, se identifico cada
alelo por su tamafo en pares de bases y se compar6 los
perfiles alélicos normal y tumoral en biisqueda de indicios
de pérdidas alélicas. Se considerd la morfologia tipica de
los microsatélites de repeticiones dinucleotidicas para
poder identificar adecuadamente los diferentes patrones
de heterocigocidad existentes.

RESULTADOS

Las técnicas utilizadas fueron Multiplex PCR y el
analisis de fragmentos amplificados por electroforesis
capilar como se indica en la metodologia del estudio.

Se propuso determinar la pérdida de heterocigosidad 1p y
19gen39tumores condiagnodsticode Oligodendrogliomas
y Oligoastrocitomas, grado II y III (OMS) de pacientes
del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN), identificando diferentes patrones en las muestras
analizadas. Del total de tumores en estudio (39 casos de
tumores oligodendrogliales) el 71.8% corresponden a
grado 11, 28.2% corresponden a grado I1I (tabla 3).

Del total de muestras con Grado Histologico II

(OMS), 46.4% presentan delecion 1p/19q, 3.6% con
delecion 19q y 32.1% presentan patrones normales (1
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6 2 alelos identificados en el tumor). En un tumor con
grado histologico II no se obtuvo suficiente muestra
para realizar las pruebas moleculares propuestas.

Del total de muestras con Grado Histologico 111
(OMS), 63.6% presentan delecion 1p/19q y 36.4%
presentan patrones normales (1 ¢ 2 alelos identificados
en el tumor).

De los cinco microsatélites reportados en la
bibliografia para el cromosoma 1 brazo q, no se pudo
determinar el estado de heterocigocidad para D1S162
en todas las muestras de tumor en estudio.

El tumor con codigo OLIGO100, con grado
Histologico I (OMS), muestra un patréon LOH solo en
19q.

De los 21 tumores con LOH en 19q, hubo 2 tumores
que mostraron solo el patron de alelo unico en los 3 loci
de 19q (codigos OLIGO13 y OLIGO25).

DISCUSION

El oligodendroglioma es la tercera neoplasia glial
mas comin y se presenta mas frecuentemente en el
l16bulo frontal y en el sexo masculino. La manifestacion
maximaes entre los 40y 50 afios, afectando alapoblacion
economicamente activa y la presentacion clinica es
a menudo prolongada presentando convulsiones la
mayoria de los pacientes, (1,2).

Diversos estudios previos han demostrado la
importancia de introducir el Diagndstico Molecular
para un tratamiento adecuado, el desarrollo de la
aplicacion de tecnologias y del uso de herramientas
moleculares que mejoren el diagndstico de tumores
oligodendrogliales.

Estd ampliamente reportado que la codelecion
1p/19q se detecta en hasta el 80% de los tumores
oligodendrogliales y 60% de oligodendrogliomas
anaplasicos y 40% de oligoastrocitomas. Por otro lado
solo estd presente en el 40% de los oligoastrocitomas,
30% de los oligoastrocitomas anaplésicos, y en el
10% de los gliomas astrociticos difusos, incluyendo el
glioblastoma multiforme (9,10), éste tiltimo considerado
como el tipo de glioma mas agresivo (11).

Es importante conocer el patron de cada una de las
muestras para el microsatétile D1S162, para evaluar la
probabilidad de que existen tumores con patron de alélo
unico en los cinco loci de microsatélites en 1p.



Diagnostico molecular de pérdida de heterocigosidad para 1p/19q en tumores oligodendrogliales por PCR multiplex.

Tabla 3. Validacion del ensayo

Tumor Diagnéstico Histolégico G"aﬂlzcl;;ztso)légico Re;‘gtl:d" e 1
DIS226 DISI99 DISI162 DISI86 DIS312  DI9S1I2  D19S206 D19S918
CONTROL3  OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO I dellpl9q L L ND L L L L L
OLIGO 4 gé&%%?ﬁ:‘%‘;i%:g&g o 1 dellpl9q L L ND L L 1 L 1
OLIGO § OLIGODENDROGLIOMA 1 dellpl9q L 1 ND 1 1 L 1 1
OLIGO 6 OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO 111 dellp19q 1 1 ND 1 ND 1 1 ND
OLIGO 7 gtlgﬂfﬂ%ﬁ?g;\?w‘ CONAREAS dellp19q L 1 ND L L 1 L 1
OLIGO 8 OLIGODENDROGLIOMA 1 NORMAL 2 1 ND 2 2 2 2 2
OLIGO 9 OLIGODENDROGLIOMA, 1l NORMAL 1 2 ND 2 2 1 1 2
OLIGO 12 OLIGODENDROGLIOMA il dellp19q 1 1 ND 1 1 1 L L
OLIGO 13 OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO  1II dellpl9q 1 1 ND 1 1 1 1 1
OLIGO 14 OLIGODENDROGLIOMA 1l NORMAL 2 2 ND 2 2 2 2 2
OLIGO 15 OLIGODENDROGLIOMA il ND* ND ND ND 2 2 2 1 ND
OLIGO 16 g;é%%%%ﬁ?é%%gg’gﬁ 1 NORMAL 2 2 ND 2 2 1 2 1
OLIGO 17 OLIGODENDROGLIOMA ANAPLASICO  1II NORMAL 2 1 ND 2 2 1 1 2
OLIGO 18 OLIGODENDROGLIOMA il dellp19q L 1 ND 1 1 1 L 1
OLIGO19  OLIGODENDROGLIOMA 1l NORMAL 2 2 ND 2 1 2 2 2
OLIGO21  OLIGODENDROGLIOMA 1 dellp19q 1 L ND 1 1 L 1 L
OLIGO25  OLIGODENDROGLIOMA it dellp19g L 1 ND 1 1 1 1 1
OLIGO28  OLIGODENDROGLIOMA 1 dellpl9g* 1 1 ND 1 1 L 1 2
OLIGO30  OLIGODENDROGLIOMAANAPLASICO 1II dellp19q 1 1 ND L 1 1 L 1
OLIGO 33 SE'C%?{?{%%?;OG“OMAANAP LASICO dellp19q L 1 ND 1 1 1 L L
OLIGO35  OLIGODENDROGLIOMA 1 dellpl9q 1 L ND 1 L L L 1
OLIGO36  OLIGODENDROGLIOMA 1 Muestra
insuficiente
OLIGO44  OLIGODENDROGLIOMA it NORMAL 2 2 ND 2 2 2 2 2
OLIGO53  OLIGODENDROGLIOMA 1 dellpl9q L L ND L L 1 1 L
OLIGO 57 g]EICGU?g{EET\?EOGUOMA 1 NORMAL 2 2 ND 2 2 2 1 2
OLIGO 65  OLIGODENDROGLIOMA it ND#* 1 1 ND 1 ND ND ND ND
OLIGO67  OLIGODENDROGLIOMAANAPLASICO  1II dellpl9q L 1 ND L 1 L 1 L
OLIGO75  OLIGOASTROCITOMA ANAPLASICO  1II NORMAL 2 2 ND 2 2 2 1 2
OLIGO76  OLIGODENDROGLIOMA it NORMAL 1 2 ND 2 1 2 1 2
OLIGO79  OLIGODENDROGLIOMA 1 ND**+ 1 1 ND 2 2 2L L L
OLIGODENDROGLIOMA
OLIGO85  RECURRENTE CON PRESENCIA DE 1 dellp L L ND 2L 2L 2 1 2
MICROCALCIFICACIONES

OLIGO88  OLIGODENDROGLIOMA 1l dellpl9q L L ND L ND 1 1 ND
OLIGO91  OLIGODENDROGLIOMA 1l dellpl9q L 1 ND L 1 1 1 L
OLIGO92  OLIGODENDROGLIOMA 1 dellpl9q L 1 ND L 1 1 L L
OLIGO93  OLIGOASTROCITOMA ANAPLASICO  III NORMAL 2 2 ND 2 2 2 2 L
OLIGO98  OLIGOASTROCITOMA ANAPLASICO  1II NORMAL 2 2 ND 2 2 2 2 2
OLIGO 100 OLIGODENDROGLIOMA 1 del19q 2 2 ND 2 2 L 1 1
OLIGO 102 OLIGODENDROGLIOMA it dellp*19g* 2 1 ND 1 1 1 1 2
OLIGO 103 OLIGODENDROGLIOMA 1 NORMAL 2 2 ND 2 2 2 2 2

L: patron LOH (pérdida de heterocigosidad, por sus siglas en inglés), 1: un alelo identificado en el tumor, 2: dos alelos (patron normal), ND: No determinado, ND*: Probablemente normal, ND**:
Probablemente del 1p, no se puede determinar el cromosoma 19, ND*#*: Probablemente del 19q, no se puede determinar el cromosoma 1, del1p*19q*: delecion parcial de 1p (solo 1 de 4 locus en
heterocigosis) y de 19q (solo 1 de 3 locus en heterocigosis), 1p19q*: delecion parcial de 19q (solo 2 de 3 locus muestran delecion), NORMAL: sin patron LOH en 1p o 19q, 2L: dos alelos, probablemente

patron invertido.

La inmunohistoquimica desempefia un rol importante
en el suministro de informacion genética para tumores
(figura 1) (12). Los tipos de alteraciones moleculares
en tumores son detectables potencialmente por ésta

técnica e incluyen traslocaciones cromosomicas
especificas, mutaciones especificas, delecion o pérdida
genética, amplificacion genica y virus asociados a
tumores (8), sin embargo el diagnostico histologico
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puede ser variable entre observadores, incluso entre
neuropatdlogos altamente experimentados (13), lo que
dificulta los estudios clinicos de gliomas (14).

En la actualidad, ningun enfoque puede describir
todo el espectro de gliomas en adultos, es importante
incorporar y combinar nuevas técnicas como analisis
de mutaciones, secuenciamiento de ARN, gendémica y
metilacion del ADN que nos permitan el refinamiento
de la clasificacion de los gliomas en adultos (15).

En el Peru, aun no se ha publicado una técnica
validada para el diagnostico molecular de
Oligodendrogliomas, siendo un factor importante
para el diagnostico la determinacion de la codelecion
Ip/19q. Es por ello que se propone aplicar la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Miultiple (multiplex PCR) para la determinacion de
la pérdida de la heterocigocidad para la codelecion
1p/19q e incorporar esta metodologia, como
potencial herramienta de diagnostico de tumores
oligodendrogliales en el INEN.
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