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RESUMEN

Titulo: Asociacion de la formacién de neuroesferas con la repuesta a tratamiento y sobrevida en
pacientes pediatricos con Tumor Neuroectodérmico Primitivo, Ependimoma y Tumor Teratoide
Rabdoide de Sistema Nervioso Central.

Autores: J Reynoso Castorena, E Lopez Aguilar, AC Sepulveda Vilddsola.

Introduccion: Los tumores del sistema nervioso central representan el 20% de las neoplasias en
la etapa pediatrica y en Meéxico ocupan el segundo lugar en frecuencia. Los tumores
embrionarios y gliales comprenden una gran parte de estos tumores. Anteriormente se definia el
riesgo en los pacientes pediatricos con un tumor cerebral y con ello el tratamiento que debian
recibir de acuerdo a parametros clinicos, histolégicos y radioldgicos. Actualmente se han
agregado tres aspectos fundamentales para comprender el comportamiento de estos tumores que
son los pardmetros inmunohistoquimicos, genéticos y por Gltimo, recientemente se encuentra en
estudio el comportamiento biolégico en cultivos celulares primarios los cuales mantienen sus
propiedades fisiol6gicas y metabdlicas. Se ha encontrado que estos tumores tienen la capacidad
de formar colonias celulares esféricas que crecen en suspension con la capacidad de proliferar,
autorenovarse y diferenciarse Ilamadas neuroesferas. Se ha demostrado que la formacion de
neuroesferas tiene un valor clinico predictivo en tumores cerebrales en adultos mientras que su
papel en el prondstico de tumores cerebrales infantiles se desconoce.

Obijetivo: Determinar la asociacion entre la formacion de neuroesferas in vitro con la respuesta
al tratamiento y sobrevida en pacientes pediatricos con tumor neuroectodérmico primitivo,
ependimoma y tumor teratoide rabdoide de sistema nervioso central.

Métodos: Se realiz6 un estudio prospectivo, longitudinal, de una cohorte, no intervencionista en
el cual se estudiaron 8 pacientes con diagnéstico de tumor neuroectodérmico primitivo,
ependimoma y tumor teratoide rabdoide de sistema nervioso central. Se analiz6 la asociacion
entre formacién de neuroesferas en el cultivo celular proveniente de la biopsia tumoral con la
respuesta a tratamiento y sobrevida en los pacientes.

Resultados: De los 8 pacientes incluidos 3 son hombres y 5 mujeres con una relacién mujer
hombre 1.6: 1. El rango de edad fue de los 20 a los 144 meses con una mediana de 72 meses.
Por localizacion, de los 8 tumores 4 fueron supratentoriales (50%) y 4 infratentoriales (50%).
Por histologia, 3 fueron ependimomas (37.5%), 4 fueron tumores neuroectodérmicos primitivos
(50%), siendo dos de ellos meduloblastomas, y uno correspondié a un tumor rabdoide atipico
(12.5%). De los 8 pacientes estudiados, los 8 desarrollaron neuroesferas en el cultivo basal y en
el primer primer pase, 7 desarrollaron en el segundo pase, 5 en el tercer pase y 3 de los

pacientes desarrollaron neuroesferas en 4 pases 6 mas.



De los 5 pacientes que desarrollaron neuroesferas al tercer pase, uno fallecié en las primeras 4

semanas Yy otro fallecié en las primeras 8 semanas, ambos por progresion tumoral. El tercero
presentd progresion tumoral después de 6 meses de iniciado el tratamiento. El cuarto y el quinto
paciente se encuentran aun en tratamiento y con enfermedad estable (Prueba exacta de Fisher
p=0.357). De los 8 pacientes, 3 desarrollaron neuroesferas en el cuarto pase y méas, de los cuales
2 fallecieron y uno se encuentra con progresion tumoral (Prueba exacta de Fisher p=0.107). El
paciente que solamente desarrollé neuroesferas en el cultivo basal actualmente se encuentra
vivo y sin actividad tumoral. En total de los 8 pacientes, dos han fallecido, uno se encuentra con
progresion tumoral, dos en tratamiento con enfermedad estable, dos con respuesta parcial y uno
mas en vigilancia por respuesta completa. La formacion de neuroesferas al 4to pase no se asocio
con la respuesta a tratamiento (Chi cuadrada p=0.161) ni con la diseminacién a neuroeje
(Prueba exacta de Fisher p=0.643), aunque 2 de los 3 pacientes positivos presentaron progresién
tumoral contra 1 de 5 pacientes negativos. De acuerdo a la histologia del tumor el 100% de
pacientes con ependimoma estan vivos a las 32 semanas, 75% de los pacientes con tumores
neuroectodérmicos primitivos estan vivos a las 32 semanas y el Unico paciente con tumor
rabdoide fallecio a las 8 semanas. No hay diferencias estadisticamente significativas de acuerdo
a la histologia del tumor al comparar a los ependimomas con los tumores neuroetodérmicos
primitivos (Log Rank p= 0.3916). La sobrevida global de los pacientes es de 75% a 9 meses. La
sobrevida si la formacion de neuroesferas es positiva al 4to pase es del 33% y del 100% si es
negativo (Log Rank p=0.1967).

Conclusion: Aquellos pacientes que desarrollaron neuroesferas en tres pases 0 mas
mostraron una tendencia a presentar pobre respuesta al tratamiento y menor sobrevida. Al
contar con el cultivo celular tumoral se determinara la pauta terapéutica, dirigiendo un esquema
de quimioterapia mas agresivo hacia aquellos pacientes cuyos tumores desarrollan neuroesferas
de manera sostenida, y al combinar los resultados obtenidos con la determinacion de
biomarcadores moleculares, se lograra una terapia individualizada a cada paciente con mejoria y
disminucién de efectos secundarios y se podra otorgar tratamientos menos agresivos a aquellos
pacientes que sin desarrollo de neuroesferas y con marcadores moleculares sugieran un

comportamiento tumoral menos agresivo.

Palabras claves. Neuroesferas, Tumor Neuroectodérmico Primitivo, Ependimoma,

Tumor Teratoide Rabdoide.



ANTECEDENTES

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) comprenden del 15 al 20% de
las neoplasias en la nifiez y la adolescencia . En México ocupan el segundo lugar en
frecuencia después de las leucemias y linfomas. Se calcula que aproximadamente cada
afio se presentan 560 casos nuevos ?.

Los tumores embrionarios del SNC comprenden una gran parte de tumores
pediatricos. Se caracterizan por un aspecto histologico de células neuroepiteliales mal
cohesionadas homogéneas indiferenciadas con un alto indice mitético. Todos los
tumores embrionarios se derivan de una célula precursora comun: la matriz
subependimaria en el SNC. La tendencia de estas neoplasias para difundir a través del
liquido cefalorraquideo (LCR) se cree que contribuyen a su mal prondéstico. Entre ellos
se encuentran el meduloblastoma, los tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales y los tumores teratoides rabdoides ©.

El meduloblastoma (MD) es el tumor maligno e invasor encefalico mas comun
en la edad pediatrica en los menores de 15 afios con una distribucion bimodal en la edad
preescolar y escolar, con un pico entre los 3 y 4 afios y otro pico entre los 8 y 9 afios .
Al igual que lo reportado en otras instituciones, en el Hospital de Pediatria del CMN
Siglo XXI, el meduloblastoma representa el 20% de los tumores del SNC en la
poblacion pediatrica y corresponde al 40% de los tumores de la fosa posterior ©. Se
cree que las células progenitoras multipotentes de la zona ventricular constituyen el sitio
primario de su desarrollo ©.

De los tumores del SNC, el MD es el que muestra mayor tendencia a sembrarse
en el espacio subaracnoideo y diseminarse de forma extra neural al diagnostico. Del 14
al 43% de los casos, se reportan que tienen siembras en el espacio subaracnoideo de la
médula espinal o del cerebro .

En un estudio realizado en nuestra institucion en donde se evaluo la sobrevida de
26 pacientes con meduloblastoma tratados con reseccion quirargica, quimioterapia a
base de carboplatino, ifosfamida y etopo6sido antes y después de radioterapia, la tasa de
sobrevida global a 60 meses fue del 69% y la tasa de sobrevida libre de enfermedad fue
del 64% ©.

Los tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales (TNEP) aunque
similares desde el punto de vista histologico, son bioldgicamente diferentes de los

meduloblastomas ©.



Ocurren por encima del tentorio, de modo primario en la corteza cerebral y con menos
frecuencia en la region diencefalica. El tratamiento con reseccion tumoral, radioterapia
craneoespinal con refuerzo local y quimioterapia adyuvante agresiva ha mostrado tasas
de supervivencia libre de progresion a los 5 afios que han oscilado entre el 30 y el 60%,
y en la mayoria de las series sobreviven alrededor del 50% de los pacientes afectados
(10).

Los ependimomas (EP) comprenden del 5 al 10% de todos los tumores
encefalicos de la nifiez. Del 70 al 80% se originan en la fosa posterior con una
predileccion relativa por el &ngulo cerebelopontino. Los tumores infratentoriales se
extienden de forma notoria a lo largo de la médula cervical superior lo que dificulta la
reseccion total y la radioterapia. La reseccion quirargica completa mas radioterapia ha
mostrado una supervivencia del 75% a 5 afios. La combinacion de radiacion mas
quimioterapia se ha reservado en nifios mayores de 5 afios, los sometidos a reseccion
subtotal y los que tienen tumores anaplésicos mostrando una supervivencia del 50% ©
11).

Los tumores teratoides/rabdoides atipicos (TT/RA) son lesiones que se
encuentran de modo predominante en nifios menores de 3 afios pero que también se
pueden diagnosticar en nifios mayores y adolescentes. El tumor puede nacer tanto en la
fosa posterior como por encima del tentorio. Presenta diseminacién al diagnostico en el
25% de los casos. El resultado del tratamiento en lactantes con dosis altas de
quimioterapia ha sido desfavorable, con supervivencia menor del 20% en los pacientes
diagnosticados con tumores diseminados. La supervivencia es mas favorable en
pacientes mayores de 3 afios tratados con reseccion extensa, radioterapia craneoespinal
y refuerzo local asi como quimioterapia 2.

En la década pasada se definia el riesgo en los pacientes pediatricos con un
tumor cerebral y con ello el tratamiento que debian recibir de acuerdo a parametros
clinicos, histolégicos y radiolégicos ™. A principios de éste siglo se han agregado tres
aspectos fundamentales para comprender el comportamiento de estos tumores que son
los parametros inmunohistoquimicos y genéticos como la sobreexpresion antigeno de
superficie Ki67 o mutacion del gen p53 ¥, Por tltimo, recientemente se encuentra en
estudio el comportamiento bioldgico de estos tumores en cultivos celulares primarios

los cuales mantienen sus propiedades fisiol6gicas y metabdlicas.



En 1992 Reynolds y Weiss aislaron in vitro, a partir del cerebro de raton adulto,
una pequefia poblacion de células con capacidad de proliferar y generar clones
multipotentes . Multiples estudios posteriores demostraron que la neurogénesis
persiste a traves de la vida adulta a partir de células indiferenciadas dotadas de una
extensa capacidad proliferativa que se encuentran en algunas regiones del cerebro
humano y de otras especies animales, principalmente en el giro dentado del hipocampo
y en la zona subventricular de los ventriculos laterales 9.

Se observo que estas células se expandian rapidamente al ser colocadas en
medio de cultivo y estimuladas con factores de crecimiento dando origen a un
conglomerado celular de tres dimensiones esférico flotante a los cuales llamaron
neuroesferas 7.

A partir de entonces, este enfoque de neuroesferas representa un sistema de
cultivo selectivo, libre de suero, en el cual las células diferenciadas rapidamente
mueren, mientras que las células indiferenciadas responden a mitdgenos, se dividen y
forman neuroesferas que pueden ser disociadas y resembradas para generar esferas
secundarias asi como diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos indicando
que poseen la capacidad de autorenovacién, proliferacion y diferenciacion de las células
madre. Por lo anterior, el ensayo de neuroesferas se ha convertido en el método de
eleccion para estudiar el potencial de expansion de las poblaciones de células madre in
vitro 9,

Al conocer la persistencia de la neurogénesis en el SNC adulto surgid la
hipétesis de que las células maduras neurales no sean la Unica fuente posible de tumores
cerebrales. Estudios recientes han demostrado que los tumores de SNC se originan de
una sola linea celular autorenovadora que después da origen al resto del tumor
incluyendo una variedad de tipos celulares diferenciados %

En el 2002, Ignovata et al describieron por primera vez células con propiedades
parecidas a las células madre neurales (CMN) en tumores cerebrales. Estudiaron los
cultivos celulares provenientes de muestras quirtrgicas de glioblastomas multiformes
encontrando células que daban origen a neuroesferas %,

Esta subpoblacion celular que expresa el marcador de superficie de las células
madre neurales CD 133, ha sido también identificada en otros tumores malignos de
sistema nervioso y se ha probado que tienen propiedades como tumorigénesis,
radiorresistencia y quimiorresistencia que no muestra su contraparte que no expresa

dicho marcador @V,



A pesar de que las células madre tumorales y las células madre neurales
expresan muchos de los mismos genes (CD 133, musashi-1, Sox2, melk, PSP, bmi-1y
nestina) y comparten caracteristicas en comun como son la autorenovacion y la
multipotencialidad, muestran también algunas diferencias; las neuroesferas derivadas
de los tumores muestran proliferacion descontrolada con mayor longevidad
manteniéndose bajo idénticas condiciones en el cultivo celular por lo menos 4 meses a
diferencia de las células neurales que se mantienen durante un mes @2,

En el 2003 Hemmati et al estudiaron muestras de tumores cerebrales pediatricos
y demostraron que éstos también contienen células multipotentes y autorenovadoras
formadoras de neuroesferas, sugirieron que el tratamiento deberia dirigirse a la
eliminacion de esta poblacién de células madre @2,

Singh et al descubrieron que una nueva fenocopia de la lesion tumoral es capaz
de ser generada en el SNC de ratones inmunodeprimidos al transplantarles tan solo 100
células madre CD 133+ provenientes del tumor cerebral primario ¢*2%,

En 2009, Yu Yao et al encontraron también que las CMT provenientes de
astrocitomas humanos dieron origen a neuroesferas. Concluyeron que el nimero de
células madre tumorales en divisién era directamente proporcional al grado de
malignidad del astrocitoma®.

Laks et al se demostraron que aquellos pacientes de cuyas muestras tumorales se
derivaron neuroesferas y que se mantuvieron en cultivo por lo menos durante tres pases
tuvieron peor sobrevida que aquellos pacientes que no desarrollaron o mantuvieron
neuroesferas en el cultivo celular. Con lo anterior concluyeron que in vitro, el
crecimiento de neuroesferas refleja la severidad clinica del glioma al medir la sobrevida
de los pacientes °.

Asi mismo se ha descubierto que una caracteristica que contribuye a la habilidad
de sobrevivir de una célula madre y por lo tanto de las neuroesferas, es su resistencia a
drogas y toxinas. Una peculiaridad de muchas poblaciones de células madre es su alta
expresion de la superfamilia ABC de resistencia a drogas, que pueden proteger a las
células de los agentes citotdxicos indicando la posibilidad hipotética de que tanto esta
resistencia como la recurrencia del tumor pueda estar relacionado con la incapacidad de
los componenetes citotoxicos de eliminar células iniciadoras del cancer ©”. El
descubrimiento de las células madre y de las neuroesferas de tumores cerebrales

identifica un blanco celular que pudiera responder a nuevos tratamientos.



Por lo anterior se intenta definir el valor predictivo de las neuroesferas que se
han identificado por su capacidad de autorenovacion, proliferacion y diferenciacion.

Se encuentra pendiente relacionar la formacion de neuroesferas con la respuesta
a tratamiento y sobrevida en pacientes pediatricos con tumores de sistema nervioso
central.

El conocimiento del comportamiento biologico de estos tumores nos da la

posibilidad de plantear terapias dirigidas contra este tipo de neoplasias.



JUSTIFICACION

A pesar de las nuevas estrategias y los diferentes esquemas de quimioterapia que
se han intentado en nuestro hospital, la sobrevida a 5 afios que tienen los pacientes con
tumores embrionarios de manera global es del 56%, quedando un 44% de pacientes que
fallecen a pesar del tratamiento por lo cual se justifica el entender méas a fondo el
comportamiento biol6gico de estos tumores para poder plantear estrategias terapéuticas
dirigidas a mejorar la sobrevida, identificando a los tumores con comportamientos mas
agresivos para proporcionar tratamientos mas agresivos y ofrecer tratamientos menos
intensos a aquellos con comportamientos biolégico menos agresivos y posteriormente
definir al grupo de pacientes, que de manera temprana, tendran mala respuesta al

tratamiento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El conocer el comportamiento bioldgico de los tumores de SNC con formacién
de neuroesferas capaces de proliferar, autorenovarse y diseminarse puede ayudarnos a
pronosticar la respuesta al tratamiento y la sobrevida en los pacientes por lo que nos
hacemos el siguiente cuestionamiento:

¢Los pacientes con EP, TNEP, TT/RA de SNC que desarrollen neuroesferas se

asociaran con mala respuesta al tratamiento y menor sobrevida?
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HIPOTESIS

. El 60% de pacientes con TNEP, EP, TT/RA que forman neuroesferas no
responderan al esquema de quimioterapia habitual.

. Aquellos pacientes con TNEP, EP, TT/RA que desarrollen neuroesferas tendran
una sobrevida menor que aquellos que no las desarrollen.

. El 60% de pacientes con TNEP, EP, TT/RA que forman neuroesferas in vitro

presentaran diseminacién a neuroeje en algin momento de su enfermedad.

12



OBJETIVOS

Determinar la asociacion entre la formacion de neuroesferas y la respuesta a
tratamiento en pacientes con TNEP, EP Y TT/RA.

Determinar la asociacion entre la formaciéon de neuroesferas y la sobrevida en
pacientes con TNEP, EP Y TT/RA.

Determinar la asociacion de la formacidn de neuroesferas con la diseminacién de

la enfermedad al neuroeje en pacientes con TNEP, EP Y TT/RA.

13



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

LUGAR Y PERIODO EN QUE SE DESARROLLO EL ESTUDIO

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de investigacion del servicio de
Oncologia en el Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional SXXI (HP CMN
SXXI) en el periodo comprendido entre el lero de octubre de 2010 y 30 de junio de
2011.
DISENO/TIPO DE ESTUDIO

El tipo de estudio es prospectivo, longitudinal, de una cohorte, no

intervencionista.

UNIVERSO DE ESTUDIO
Se incluyeron a todos los pacientes con TNEP, EP, TT/RA en los cuales se
realiz6 un cultivo primario de células tumorales producto de la reseccion quirargica del

tumor primario a la cual fueron sometidos durante el periodo de tiempo ya referido.

CRITERIOS DE SELECCION

INCLUSION
o Pacientes de cualquier sexo menores de 17 afios.
o Diagnostico de certeza con meduloblastoma, tumor neuroectodérmico primitivo,

ependimoma y tumor rabdoide teratoide de SNC establecido en el servicio de
patologia del Hospital de Pediatria de CMN.

o Pacientes en quienes sea posible la toma de biopsia tumoral.

o Pacientes que no hayan recibido tratamiento de quimioterapia y radioterapia
previo.

CRITERIOS DE EXCLUSION

o Pacientes que por algun motivo no se pueda tomar biopsia de la tumoracion.

CRITERIOS DE ELIMINACION

o Pacientes cuya biopsia sea insuficiente e inadecuada para la toma de cultivo.
o Pacientes cuyo cultivo celular presente contaminacion que impida la correcta
evaluacion.
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TAMANO DE MUESTRA
El tamafio de muestra se obtuvo por conveniencia incluyendo a todos los

pacientes que fueron diagnosticados en el periodo que durd el estudio.

METODOS

Los pacientes con TNEP, EP, TT/TR que se incluyeron en este estudio
recibieron esquema de quimioterapia de acuerdo al siguiente régimen:

1. Ifosfamida: 2 gr/m2SC dia diluidos en 200 ml de SS0.9% a pasar en 1 hora los

dias 1,2y 3.

2. Etoposido: 100 mg/m2SC dia diluidos en 150 ml de SS0.9% a pasar en 1 hora

losdias 1,2y 3.

3. Carboplatino: 400 mg/m2SC en el dia 1 diluidos en 200 ml de S0.9% a pasar en

1 hora.

4. Mesna se calcul6 al 100% de la dosis de la ifosfamida.

Este esquema se administré cada 4 semanas por 6 cursos, posteriormente todos
los pacientes recibieron radioterapia en craneo y neuroeje.

Se realizd resonancia magnética (IRM) de craneo y neuroeje a todos los
pacientes al diagnostico y posterior al 4to y 6to curso, se evalud la respuesta tumoral de
acuerdo a los siguientes criterios:

RESPUESTA COMPLETA: reduccién de la tumoracion en un 100% y sin evidencia de
diseminacion a neuroeje.

RESPUESTA PARCIAL.: respuesta tumoral del 50 al 99% mediante el estudio de IRM.
ENFERMEDAD ESTABLE: respuesta tumoral del 25 al 50%.

ENFERMEDAD PROGRESIVA: menos de 25% de respuesta tumoral o incremento en
el volumen de este.

Se evaluo la presencia de neuroesferas en el cultivo primario de ceélulas
obtenidas de una muestra de la biopsia o la reseccion tumoral al momento del
diagnostico y posterior a cada resiembra realizada (pase) hasta que dejaron de proliferar
las células neoplasicas. Esta medicion fue realizada por un bidlogo molecular en
conjunto con el médico oncélogo vy la tesista. La técnica se enumera en el ANEXO 1.

Se determind la presencia de diseminacion a neuroeje mediante citologia de
LCR en basqueda de células neoplasicas posterior a cada 2 cursos de quimioterapia.

Se evaluo la sobrevida de acuerdo al método de Kaplan Meier.
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Los datos se obtuvieron en hoja de recoleccién del ANEXO 2.
Los recursos financieros provinieron del Laboratorio de Investigacion de

Tumores Cerebrales.
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VARIABLES

DEFINICION DEFINICION ESCALA
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL (tipo de valores)
DEPENDIENTES
Respuesta Respuesta por imagen de Respuesta por imagen Cualitativa
tumoral la tumoracion. después de 2,4 y 6 cursos Respuesta parcial
de quimioterapia. Respuesta completa

Enfermedad estable

Progresion tumoral

Diseminacion a Presencia de células Células positivas en LCR  Nominal,
neuroeje neoplésicas en liquido  y/o evidencia por IRM de Cualitativa,
cefalorraquideo y/o diseminacion a neuroeje en Dicotémica,

presencia de nodulos en elcualquier momento de la  Si o no.

neuroeje evidenciados por evolucion del paciente.

IRM.
Sobrevida Refleja la proporcion de  Tiempo que transcurre Cuantitativa,
personas vivas a un desde el diagnostico de Continua.

tiempo especificado luego tumor de SNC hasta la Semanas.
del diagnostico de la muerte o hasta el momento

enfermedad en cuestion. en que finaliza el estudio.

INDEPENDIENTES
Formacion de  Formacion de colonias  Formacion de colonias Nominal,
neuroesferas  esféricas de células esféricas de celulas Cualitativa.
neurales que crecen en  neurales que crecen en Ausencia 0 presencia
suspension en cultivos in  suspension en cultivos in - en primer pase,
vitro a partir de cultivos vitro a partir de tumores  segundo pase, tercer
primarios de SNC con  embrionarios de SNC en 4 pase y cuarto pase.
capacidad autorenovadora resiembras.
de proliferacion y

diferenciacion.
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Histologia

Edad

Sexo

Categorizacion del tumor Diagnéstico de Nominal,

segun caracteristicas de  ependimoma, Cualitativa.

acuerdo a la clasificacion meduloblastoma, tumor  Ependimoma,

de la OMS. neuroectodérmico primitivoMeduloblastoma,

0 tumor teratoide. Tumor

neuroectodérmico
primitivo,
Tumor teratoide.

Tiempo transcurrido a  Es la resta que resulta de la Cuantitativa,

partir del nacimiento de fecha del diagnostico y la  Continua.

un individuo o tiempo de fecha de nacimiento Meses.

vida en afios

Conjunto de caracteres  Aspecto fenotipico que Nominal,

organicos que diferencian distingue al nifio en hombre Cualitativa.

a la especie humanaen y mujer Hombre o mujer.

hombre y mujer
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ANALISIS ESTADISTICO
Se utiliz6 estadistica descriptiva, calculo de frecuencias simples vy
determinacion de sobrevida de acuerdo al método Kaplan Meier, con célculo de Log

Rank Test para definir diferencia entre ambas curvas de sobrevida.
ASPECTOS ETICOS

Debido a que no se realizara ninguna maniobra intervencionista, el protocolo

sera observacional por lo tanto no se incurre en implicaciones éticas.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 8 pacientes pediatricos con tumores de SNC en los
cuales fue posible realizar cultivo de células tumorales en el laboratorio de
investigacion de tumores cerebrales ademéas de un seguimiento tanto clinico como por
imagen.

De los 8 pacientes incluidos 3 son hombres (37.5%) y 5 mujeres (62.5%) con
una relacion mujer hombre 1.6:1.

El rango de edad fue de los 20 a los 144 meses con una mediana de 72 meses.

Por localizacién, de los 8 tumores cuatro (50%) fueron supratentoriales y 4
infratentoriales (50%).

Por histologia, 3 de los tumores fueron ependimomas (37.5%), 4 fueron tumores
neuroectodérmicos primitivos (50%); y uno correspondié a un tumor rabdoide atipico
(12%).

En cuanto a la formacién de neuroesferas encontramos que de los 8 pacientes
estudiados, los 8 desarrollaron neuroesferas en el cultivo basal y en el primer pase
(100%), 7 desarrollaron neuroesferas en el segundo pase (87.5%), 5 desarrollaron
neuroesferas en el tercer pase (62.5%) y 3 de ellos las en 4 pases 0 més (37.5%).

De los 5 pacientes que desarrollaron neuroesferas al tercer pase, uno fallecié en
las primeras 4 semanas y otro fallecid en las primeras 8 semanas, ambos por progresion
tumoral. EIl tercero presentd progresion tumoral después de 6 meses de iniciado el
tratamiento. El cuarto y el quinto paciente se encuentran aln en tratamiento y con
enfermedad estable. Por lo tanto la formacion de neuroesferas al tercer pase no se asocio
con el estado actual del paciente (Prueba exacta de Fisher p=0.357).

De los 8 pacientes incluidos, 3 desarrollaron neuroesferas en el cuarto pase y
mas, de los cuales 2 fallecieron y uno se encuentra vivo con progresion tumoral. La
formacion de neuroesferas al cuarto pase no se asocio al estado actual de los pacientes
(Prueba exacta de Fisher p=0.107).

Por el contrario, el paciente que solamente desarroll6 neuroesferas en el cultivo
basal actualmente se encuentra vivo y sin actividad tumoral.

En total de los 8 pacientes, dos han fallecido, uno se encuentra con progresion
tumoral, dos en tratamiento con enfermedad estable, dos con respuesta parcial y uno

mas en vigilancia por respuesta completa.
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La formacion de neuroesferas al cuarto pase no se asocid con la respuesta a
tratamiento (Chi cuadrada p=0.161) ni con la diseminacién a neuroeje (Prueba exacta de
Fisher p=0.643) sin embargo 2 de los 3 pacientes que formaron neuroesferas al cuarto
pase presentaron progresion tumoral contra 1 de 5 pacientes que no las formaron.

De acuerdo a la histologia del tumor el 100% de pacientes con ependimoma
estan vivos a las 32 semanas, 75% de los pacientes con tumores neuroectodérmicos
primitivos estan vivos a las 32 semanas y el Unico paciente con tumor rabdoide fallecio
a las 8 semanas. No hay diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a la
histologia del tumor al comparar a los ependimomas con los neuroetodérmicos
primitivos (Log Rank p=0.3916).

La sobrevida global de los pacientes es de 75% a 9 meses.

La sobrevida si la formacion de neuroesferas es positiva al 4to pase es del 33% ,
y es de 100% si es negativo. (Log Rank p=0.1967).
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DISCUSION

Al momento actual, se han estudiado varios factores prondsticos en los pacientes
pediatricos con tumores cerebrales.

En la década de los 90s, los factores prondsticos mas importantes estudiados
fueron la localizacién de la tumoracion, la histologia y el grado de reseccion quirargica,
siendo los pacientes con tumoraciones de localizacion infratentorial y de histologia de
bajo grado con resecciones quirtirgicas amplias los que mas sobrevida lograban®®.

En los inicios de este siglo, con el advenimiento de los biomarcadores
moleculares, se logro estratificar de una manera mas adecuada a los pacientes
pediatricos con un tumor cerebral, de acuerdo al riesgo y de esta forma poder dar un
tratamiento mas agresivo a aquellos con factores prondsticos adversos. Asi pues
aquellos pacientes que sobreexpresaban el antigeno de superficie Ki67 que
correlacionaba con una mayor proliferacién celular, se asociaban con un peor
prondstico comparado con aquellos que no lo expresaban y aquellos que presentaban
mutacion 6 sobreexpresion del gen p53 también tenian un peor prondstico comparado
con los que presentaban este gen normal 4.

Estos factores eran, en cierta forma, una manera de conocer mas el
comportamiento del tumor cerebral en el nifio. No fue hasta que se realizaron cultivos
celulares tumorales cuando se pudo conocer de una manera aproximada el
comportamiento bioldgico in vitro de cada uno de los tumores.

Este trabajo de investigacion es vanguardista en cuanto a que se pretende
realizar una asociacién con la respuesta al tratamiento y sobrevida en los pacientes con
tumor cerebral que desarrollaban neuroesferas.

No existe otro trabajo similar reportado aunque en la Universidad de California
se estan desarrollando, de manera paralela, cultivos celulares primarios en busca de una
asociacion con la sobrevida respuesta al tratamiento.

El conocimiento de las neuroesferas implica la biologia molecular de las células
neoplasicas, dado que éstas se forman a partir de una célula madre multipotencial con
capacidad de renovacion ©® y capacidad de reproducir un tumor de las mismas
caracteristicas al ser implantado en un modelo animal murino ©.

Nosotros pudimos identificar y cultivar estas neuroesferas en nuestros 8
pacientes estudiados y encontramos que, aunque de manera no significativa dado que el

tamano de la muestra es pequefia, existe una clara asociacion entre el desarrollo de éstas
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y la evolucion de nuestros pacientes, ya que como se coment6 en resultados, de los 3
pacientes que desarrollaron neuroesferas por mas de 3 pases, dos fallecieron y el tercero
se encuentra con franca progresion tumoral.

Es importante recalcar que el presente trabajo de investigacion reporta
resultados preliminares que seguramente se seguiran enriqueciendo conforme aumente
el tamafo de muestra, sin embargo, con los resultados obtenidos se puede dirigir un
tratamiento mas especifico a cada uno de nuestros pacientes, es decir, una terapia
dirigida acorde al comportamiento bioldgico de cada tumor que es una representacion
del comportamiento biol6gico in vivo. Dado que nosotros en nuestros cultivos no
estamos utilizando factores de crecimiento epidérmico ni factores de crecimiento
fibroblastico, de tal manera que éstos cultivos primarios se han desarrollado en
condiciones similares a las que se encontraria en el nifio.

Por otro lado, nosotros pensabamos encontrar una asociacion entre formacién de
neuroesferas y diseminacion a neuroeje con significancia estadistica, sin embargo, no la
encontramos dado que el tamafio de muestra es aun pequefia, pero sin duda debe
comentarse que la tendencia es hacia la asociacion dado que de los 8 pacientes,
estudiados, 2 presentaron diseminacién a neuroeje y desarrollaron neuroesferas
posterior a mas de 3 pases.

Por ultimo, en relacién a la sobrevida, aunque ain no es definitiva (p=0.107) la
asociacion al encontrar que los 2 pacientes fallecidos formaron neuroesferas después de
4 pases comparados con las que no las desarrollaron, la tendencia sin duda asi lo
marcara.

En conclusion, es un avance importante en el abordaje terapéutico de estos
pacientes, el contar con el cultivo celular tumoral dado que nos marcara la pauta
terapéutica, al dirigir un esquema de quimioterapia mas agresivo hacia aquellos
pacientes cuyos tumores desarrollan neuroesferas de manera sostenida, y al combinar
estas investigaciones con los resultados obtenidos de biomarcadores moleculares, se
logrard una terapia individualizada a cada paciente con la consecuente mejoria y
disminucion de efectos secundarios al dar tratamientos menos intensivos a aquellos
pacientes que no desarrollan neuroesferas y cuyos marcadores moleculares sugieran un

comportamiento tumoral menos agresivo.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

No. EDAD SEXO HISTOLOGIA LOCALIZACION FORMACION DE ESTADO DISEMINACION RESPUESTA SOBREVIDA
* NEUROESFERAS ACTUAL A NEUROEJE ATX
BASAL Y PASES

I |

1 36 M Ependimoma Infratentorial + o+ o+ 4+ - Vivo - EE 21

3 24 F TNEP Supratentorial + o+ o+ - - Vivo - RP 35

5 144 M TNEP Supratentorial + o+ o+ - - Vivo - RC 33

7 20 F Ependimoma Infratentorial + o+ o+ o+ 4 Vivo - EE 14

EE: Enfermedad estable
PT: Progresion tumoral
RP: Respuesta parcial
RC: Respuesta completa

*Meses



TABLA 2. FORMACION DE NEUROESFERAS ASOCIADO A ESTADO CLINICO

Si 1 2
No 5 0
Prueba exacta de Fisher P=0.107

TABLA 3. FORMACION DE NEUROESFERAS ASOCIADO A DISEMINACION A
NEUROEJE.

Si 2 1
No 0 5
Prueba exacta de Fisher P=0.643

TABLA 4. FORMACION DE NEUROESFERAS ASOCIADO A RESPUESTA A
TRATAMIENTO

Si 0 3
No 3 2
Chi cuadrada P=0.161




FIGURA 1. SUPERVIVENCIA GLOBAL
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FIGURA 2. SOBREVIDA DE LOS PACIENTES CON TUMORES
CEREBRALES DE ACUERDO A LA FORMACION DE NEUROESFERAS AL
CUARTO PASE
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ANEXO 1

MATERIAL Y TECNICA
Materiales

Muestra de tumor de SNC

Tubos de 15 ml

Reactantes

DMEM/F-12

Penicilina- Estreptomicina

Equipo

Incubadora de 5% de CO2 A 37°c
Centrifuga
Hemocitometro

Microscopio

PROCEDIMIENTO
PROTOCOLO DE RECEPCION Y PURIFICACION DE CELULAS TUMORALES

La técnica utilizada fue:

1.

Obtencién de muestra a través de reseccion tumoral. En el postquirdrgico

inmediato debera transportarse hacia el laboratorio en medio de cultivo.

Tener listo:

Campana de flujo laminar limpia y desinfectada con etanol al 70% y prendida

con 20 minutos de anticipacion.

Estuche de diseccion estéril.

Frascos para cultivo celular de 25 cm3 estériles.
Tubos eppendorff.

Pipeteador y pipetas seroldgicas estériles.
Tubos falcon estériles de 15 ml y 50 ml.
Caja petri estéril.

Criotubos.

Colector de desechos.

Azul de Tripano.

Medio de cultivo.

Bario a 37°C.
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o Centrifugadora para tubos conicos.

o Incubadora (37°C, 5% CO,).
2. Pasar otro ciclo de luz UV antes de trabajar.
3. Depositar la muestra en la caja de petri con ayuda de las pinzas de diseccion y 3

ml de medio de transporte.

4. Disgregar el tumor. Si el tumor es muy duro debera centrifugarse a 1500 rpm y
se desecha el sobrenadante y se le agrega tripsina, se disgrega de forma mecanica la
muestra con ayuda de bisturi obteniendo fragmentos lo mas pequefios posible y se deja
incubando por 4 hrs a 37°C, durante ese tiempo se monitorea hasta tener una mezcla
homogénea y después se disgrega con pipeteo. En caso de que el tumor sea blando,
bastara con pipetear muchas veces para disgregar la muestra hasta obtener una solucion
homogénea.

5. Una vez disuelta la muestra, se coloca en un tubo falcon con 5 ml de ficoll frio
(recién salido del refrigerador) y después se le agrega la muestra lentamente por las
paredes cuidando de no romper la interfase.

6. Se centrifuga a 2000 rpm durante 30 min a 4°C.

7. Se recupera la interfase en otro tubo falcon con medio de cultivo suficiente para
alicuotar a 10 ml con todo y muestra.

8. Se centrifuga a 1000 rpm durante 10 min.

Q. A la caja de cultivo se le agrega medio de cultivo y se mete a la incubadora para
aclimatar el medio.

10.  Se descarta el sobrenadante.

11.  Seresuspende el boton con 1 ml de medio de cultivo bastantes veces.

12.  Setoman 10 pl para realizar conteo de viabilidad celular.

13.  Se toman 10 pl de azul de tripano, se pone en un tubo eppendorff y se mezcla
con los 10 pl de la muestra, se homogeneiza y se cuenta en camara de neubauer.
Después del conteo celular se decide la alicuota para sembrar o congelar.

14. La alicuota que se sembrara directamente en la caja de cultivo y se pone en una
superficie plana durante 10 min para que se asienten las células y después se introduce
en la incubadora a 37°C y 5% de CO2.
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PROCEDIMIENTO DE RESIEMBRA O PASE
1. Tener listo dentro de la campana de flujo laminar previamente lavada con
alcohol al 70% y desinfectada con luz UV por 20 min:

e Medio de cultivo DMEM-F12 libre de suero y de antibiético a 37°C.

e Una botella de cultivo de 25 cm? nueva que contenga de 8-10 ml de medio de

cultivo completo.

e Recipiente para colectar desechos.

e Solucién de tripsina mas EDTA 0.05% estéril.

e Pipetas serologicas estériles de 10 mly 5 ml.

e Pipeteador, micropipeta y puntas de 10 pl y 1000 pl estériles.

e Cémara de Neubauer.

e Azul tripano diluido.

2. Retirar el medio de cultivo con pipeta en un tubo falcon de 15 ml.

3. Cubrir la monocapa celular con 2 ml de tripsina mas EDTA 0.05% estéril.

4. Incubar a 37°C durante 5 a 10 min, revisando al microscopio el progreso de la
reaccion.

5. Una vez que las células se vean redondeadas y despegadas en la superficie de la

caja, neutralizar la reaccidn de la tripsina con un exceso de medio de cultivo, en este
caso 3 ml obteniendo un volumen final de 5 ml.
6. Resuspender y disgregar las células por pipeteo suave contra la pared de la

botella inicial (25 a 30 veces).

7. Se centrifuga la muestra a 1500 rpm durante 5 min y se descarta el sobrenadante.
8. Se le agrega 1 ml de medio de cultivo y se resuspende la solucion.
9. Tomar una alicuota de 10 ul de la suspension celular y cuantificar la muestra de

células en suspension para determinar el indculo deseado a crecer.
10.  Sembrar el inéculo en la botella nueva que contenga la cantidad necesaria de
medio de cultivo completo para llevar el volumen final a aproximadamente 5 ml.
11.  Dejar reposar la caja en posicion horizontal a temperatura ambiente durante 10
min.
12. Incubar a 37°C en atmdsfera himeda con 5% de CO2.

El cambio de medio se realiza aproximadamente cada tres a siete dias,
dependiendo de la velocidad con que se acidifique el medio y la proliferacion de las

células.
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ANEXO 2
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Asociacion de la formacion de neuroesferas con la respuesta a tratamiento y
sobrevida en pacientes pediatricos con Tumor Neuroectodérmico Primitivo,
Ependimoma y Tumor Teratoide Rabdoide de Sistema Nervioso Central.”

Nombre Sexo: F(C) M()

Diagnastico histopatologico: LCR al diagnostico
Negativo ( ) Positivo ( )

IRM post 4/ LCR IRM post 6/ LCR
Tumoracion cm Tumoracion cm

Fecha de defuncion Causa defuncién

Segundo pase Tercer pase
Si() No() Si() No()

Quimioterapia recibida Radioterapia recibida

cursos sesiones
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