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INTRODUCCION

El Meduloblastoma es un tumor neuroectodérmico primitivo del cerebelo,
constituye alrededor del 20% de los tumores cerebrales en ninos y 40% de los que se
presentan en la fosa posterior. La mayoria de las veces ocurre dentro de la primera
década de la vida y la mitad se presentan en ninos menores de 5 a 6 anos de
edad, su pico de incidencia es a los 5 anos y ocurre con mayor frecuencia en el
sexo masculino: 2:1.

Pertenece al grupo de tumores embrionarios de la clasificacion de la OMS. Es una
neoplasia infratentorial de alto grado con tendencia a diseminarse a través del
neuroeje, por fuera del SNC con incidencia de 0.5 /100 000 ninos. La supervivencia
es de 50% a 85% a cinco anos. Se han descrito factores de mal prondstico como
edad, localizacién, tipo histolégico, y cambios moleculares que afectan al
cromosoma 17, cromosoma 16, cromosoma 10, ademds de genes y proteinas como
P 53, PTEN, MYC.

Ademds es una neoplasia altamente celular con abundantes mitosis de células
infensamente basdfilas con nicleos de tamano y forma variables de citoplasma
escaso, pueden estar presentes las rosetas o pseudorrosetas de homerwright. Se
desconoce cudl es la célula exacta de origen. EI Meduloblastoma crece
principalmente en el vermis cerebeloso, aunque hay fumores con las mismas
cardcteristicas histolégicas que pueden crecer en otros sitios del cerebro y son
referidos como Tumores Neuroectodérmicos Primitivos (TNEP).

Al ocupar completamente la fosa posterior invade por contiglidad los tejidos
vecinos, se puede diseminar por siembras en el espacio subaracnoideo, siendo el
tumor cerebral con mayor frecuencia de diseminaciéon extraneural (hueso, médula
6seq, ganglios linfaticos, higado y pulmén).

Se presenta caracteristicamente con sinfomas de hipertension intracraneana por
obstruccidon del cuarto ventriculo (70-90%) signos cerebelosos, puede haber
afeccion de pares craneales por hipertensidon intracraneana e invasion al tallo
cerebral y signos motores aparentes cuando hay invasidn medular. A medida que
progresa el crecimiento tumoral y aumenta la hidrocefalia se incrementa la presion

infracraneana y puede haber herniaciéon de las amigdalas cerebelosas. (1,2,3,4)



MARCO TEORICO

Los tumores del sistema nervioso central representan la segunda causa de cancer
pediatrico diagnosticado cada ano en Estados Unidos.

La incidencia se ha incrementado a 3.3 casos por 100 mil, entre 1990 y 1994. En
México, en el anol1996 se reportd que los tumores del sistema nervioso central
ocupaban el tercer lugar de todas las nheoplasias malignas, con una incidencia de

2.5 casos por 100 mil ninos menores de 15 anos/ano. (4,5)

ETIOLOGIA

Algunas alteraciones cromosémicas han sido encontradas en pacientes pedidtricos
con diagndstico de meduloblastoma mediante andlisis citogenético e hidridacion
gendmica comparativa. El isocromosoma 17q es la alteracidon mds frecuentemente
observada en cerca de 40% de casos de meduloblastoma. Es el resulfado de
pérdida de 17p y ganancia de 17qg. La pregunta redlizada a través de varias
observaciones es si la perdida de 17p o la ganancia de 17g o ambas son eventos
criticos o la ruptura cromosdémica en si es importante en la disrupcidon de genes
cruciales para el desarrollo de meduloblastoma. (6)

A pesar de que la patogénesis molecular del meduloblastoma ha avanzado en las
Ultimas dos décadas, el asesoramiento sobre el riesgo de la enfermedad continua
basado en pardmetros clinicos. Algunos estudios avalan en concepto de que el
asesoramiento prondstico de meduloblastoma debe incluir de manera rutinaria la
investigacion de marcadores moleculares. El diagnostico convencional junto con la
informacién molecular deberia ayudar a identificar los pacientes con tumores
agresivos para quienes el mdaximo tratamiento seria apropiado de otros quienes
pueden sobrevivir con terapia adyuvante menos toxica y en menor intensidad.

Las regiones observadas mds comUnmente afectadas son: 17924-3, ganancia,
8p23-p23.3 perdida, 17p13.3 perdida, 7g34-g36.3 ganancia y 10926.1g26.3 perdida.
(8)

HISTOPATOLOGIA

Este tumor se origina generalmente en el cerebelo. Se puede diseminar
configuamente al pedunculo cerebeloso, el piso del cuarto ventriculo, a la espina
cervical o encima de la tienda del cerebelo. Ademds, se puede diseminar a fravés

del liguido cefalorraquideo intracranealmente, a la médula espinal o ambos.



El meduloblastoma cldsico es un tumor altamente celular, friable, compuesto de
células con nucleo intensamente basofilico, de tamanos y formas variables, con
citoplasma relativamente escaso y con abundantes mitosis. Pueden estar presentes
rosetas de Homer Wright y pseudorosetas. También se reportan grados variables de
diferenciacién glial y neuronal. Estos hallazgos son sugestivos de una neoplasia
primitiva. Otra variante lo constituye una neoplasia con abundante estroma y
apariencia nodular, descrita como desmopldsica.

Una tercera variante es la descrita como de “células grandes” o como de “células
grandes anapldsica”, caracterizada por células grandes con nucleos grandes
redondos, nucléolo prominente, mitosis y apoptosis abundantes y con pleomorfismo
nuclear. Estos tumores son positivos para sinaptofisina y cromogranina. Ademdas,

pueden presentar amplificacién del myc o n-myc. (8,9)

ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

Los estudios de extensidon se caracterizan por un examen de imdgenes de todo el
neuroeje, un andlisis del liquido cefalorraquideo para detectar células tumorales
libres en el espacio subaracnoideo.

Dentro de los estudios de imagen, la tomografia computarizada simple y con
contraste ha sido superada por el estudio de imagen de resonancia magnética
simple y con gadolinio, siendo este Ultimo superior a la tomografia con emisién de
positrones.

La resonancia magnética permite la localizacion anatémica de la lesion, las
caracteristicas tisulares del tumor y la vascularidad. Otras ventajas consisten en que
presenta las imdgenes en tres planos sin necesidad de mover al paciente, éstas se
pueden observar sin emitir radiaciones y contrastadas con los tejidos blandos. Este
método con gadolinio es también sensible para evaluar la metdstasis
subaracnoidea de la médula espinal.

Debido a que en algunas ocasiones el meduloblastoma se disemina fuera del
sistema nervioso cenftral, especialmente al hueso, puede que sea Util una
exploracion ¢ésea con gammagrafia ésea, asi como una biopsia de médula ésea en
los pacientes sinfomdaticos.

Otro estudio necesario es un gammagrama o ultrasonido hepdtico por la posibilidad

de metdstasis a este sitio.



ESTADIFICACION

Hasta hace poco, el sistema de estadificacion mds cominmente utilizado era el
propuesto por Chang. Este sistema estadifica al tumor mediante una evaluacion
clinico-quirdrgica.

Sin embargo, algunos expertos estdn empleando sistemas de clasificacion
postoperatorios alternativos que se basan en impresiones quirdrgicas y estudios
posoperatorios por imagenes. Los pacientes con enfermedad diseminada en el

momento del diagndstico tienen claramente un riesgo mayor de recaida. (3)

SISTEMA DE ESTADIFICACION DE CHANG

TUMOR
e T1 Techo de 40 ventriculo < 3 cm no rebasa linea media
e T2>3cm, invade estructuras adyacentes, llena parcialmente 4o ventriculo
e T3a Invade 2 estructuras adyacentes, el 40 ventriculo con extension al
acueducto de Silvio, foramen de LuschkaMagendie, hidrocefalia
e T3b Nace del piso 40 ventriculo o tallo cerebral, invade 40 ventriculo
e T4 Se extiende al acueducto de Silvio, involucra 3er ventriculo, cerebro

medio

METASTASIS

MO: Sin evidencia macroscépica de metdstasis subaracnoidea o hematdgena
M1: células tumorales microscopicas en el liquido cefalorraquideo.

M2: Siembras nodulares presentes en el espacio subaracnoideo cerebral o en los
ventriculos tercero o laterales.

M3: Siembras nodulares en el espacio subaracnoideo espinal

M4: Metdstasis fuera del neuro-eje.

FACTORES PRONOSTICOS

Entre los factores de mal prondsticos se encuentran la edad menor de tres anos all
momento del diagndstico, la complicacion del fronco encefdlico, la resecciéon
subtotal y el tumor fuera de la fosa posterior. El famano del tumor residual es un

factor prondstico muy importante.



Los tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales también son neoplasias

con prondéstico mds desfavorable que los infratentoriales.

La variedad de células grandes anapldsicas también es de mal prondstico.

Los marcadores biolégicos tales como TrkC, expresion C-MYC y HER2, pueden ser

predictivos e independientes. (5,6,10)

RIESGO PROMEDIO

RIESGO ALTO

Ninos mayores de 3 anos de edad.
Tumor de fosa posterior.

Tumor resecado totalmente o con
1.5 cm3 sin

residual menor de

diseminacion.

- Ninos menores de 3 anos.

- Tumor localizado fuera de la fosa
posterior.

- Tumor resecado en forma
incompleta con residual mayor de
1.5cm 3.

- Enfermedad metastdsica.

- Variedad histoldégica de anaplasia.

SUPERVIVENCIA AUMENTADA

SUPERVIVENCIA DISMINUIDA

Sexo femenino

Reseccion quirlrgica completa sin
metdstasis

HistologiaDesmoplasico

Aumento del indice de apoptosis

Hiperdiploidia

Expresion elevada del TRKC
Genes caracteristicos de
diferenciacion cerebelosa: b-
NAP, NSCL-1, canales de sodio.
Genes que codifican la matriz
extracelular de las proteinas:
PLOD, hidroxilasalisil, colagena

tipo V al, elastina.

Edad menor a 3 anos al diagnostico
Reseccidén quirdrgica
metdstasis mayor M1

Células grandes anapldsico
indice proliferativo elevado

Aneuploidia

subtofal con

Expresion eleveda de ERBB 2
Perdida aislada de la
heterogocidad del 17 p
Expresion y ampliaciéon de c-
MYC

Regulacion del PDGFR
Sobreexpresién de calbindin
Genes relacionados a la
proliferacion

MYBL2, Enolasa 1, HMGT (Y).

y metabolismo




TRATAMIENTO
Para la planificacion del tratamiento se debe evaluar los siguientes aspectos:

- Evaluar la viabilidad de reducir la dosis de radiacion cradneo espinal y de fosa
posterior con una intensificacidbn modesta de la quimioterapia en los
pacientes con riesgo estandar.

- Determinar si la intensificacion de la quimioterapia o la radioterapia puede
incrementar la supervivencia en pacientes de alto riesgo.

- Definir los marcadores moleculares y bioldgicos que pueden incrementar la
prediccion favorable en pacientes con medulobalstoma y los cuales pueden

ser incorporados en nuevos grupos de riesgo.

CIRUGIA

La cirugia desempena un papel primordial que definitivamente interviene
directamente en el prondstico. Consiste en infentar producir la méxima reduccion
del tumor, sin causar efectos deletéreos para la funcion o la vida.

Los ninos sin enfermedad diseminada en el momento del diagndstico tienen una
supervivencia libre de progresion mejor que cuando existe enfermedad residual.
Después de la operacién se deberdn llevar a cabo estudios para determinar si el
paciente tiene un riesgo alto de recaer. Los pacientes con tumor extenso deben ser
considerados con alto riesgo de

reccidiva, y deben ser tratados con protocolos disenados especificamente para
ellos.

La colocacidbn de una derivaciéon ventriculo-peritoneal en hipertension
endocraneana estd indicada previa valoracién del neurocirujano. En esta Ultima
instancia siempre se debe tener en mente la posibilidad de diseminacion eventual
de las células neopldsicas al peritoneo, lo cual condicionard un prondstico
desfavorable.

Las complicaciones postquirdrgicas pueden ser infecciosas como meningitis séptica
o aséptica, pseudo-mielomeningocele, y lesiones neurolégicas directas por la
manipulacion quirdrgica. Hasta el 50% de los pacientes pueden tener apraxia del
lenguaje, ademds pueden presentar déficits cerebelares como dismetria, hipotonia,
paresia y depresidon durante varios meses. Probablemente sea secundario a la

disrupcion de las vias de la sustancia reficular. (11)
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RADIOTERAPIA PARA PACIENTES RIESGO ESTANDAR

La radioterapia es el tratamiento adyuvante mds importante dado que el
meduloblastoma es un tumor altamente radiosensible, Las dosis convencionales de
radioterapia son 36 Gy para crdneo, 18-20 Gy para neuro-eje completo vy fosa
posterior 54 a 56 Gy. Usando dichas dosis varios estudios han demostrado que entre
el 55% y el 70% de los pacientes sobreviven y estan libres de progresion de la
enfermedad hasta 5 anos posterior al diagndstico. Una gran proporcion de los
sobrevivientes de meduloblastoma tienen significantes secuelas a largo plazo
relacionadas al fumor, hidrocéfalo y complicaciones de la cirugia. Es probable que
el factos patoldégico mdas importante sea la dosis de radiacion crdneo-espinal
aplicada como tratamiento. Ademds la mayoria de los sobrevivientes sufren
disfunciones endocrinas y del crecimiento relacionadas con la irradiacion a la
hip&fisis y el hipotdlamo.

El concepto actual es administrar radioterapia con acelerador lineal para tratar de
disminuir los efectos deletéreos en el paciente con talla baja, alteraciones
intelectuales y morbilidad

endocrina, pero también para delimitar exactamente la radiaciéon a los campos
tumorales. Sin embargo, a pesar de estas técnicas y equipos modernos, las secuelas
a mediano

y largo plazo pueden estar presentes. Las técnicas mds recientes con radioterapia
conformacional permiten administrar |la dosis completa al tumor primario,
reduciendo la dosis de radiacién a la céclea y al eje hipotdlamo-hipofisario.
Cuando se utilizan técnicas por debagjo del estdndar 6ptfimo, generalmente
terminan con el fracaso entre la unidn de los campos cerebroespinales o en la
region de la placa cribiforme.

Se ha demostrado que Ila quimioterapia es activa en pacientes con

meduloblastoma recurrente o metastdsico.

Conceptos especiales en riesgo promedio
El tfratamiento fradicional postquirirgico para estos pacientes ha consistido en
radioterapia a crdneo, fosa posterior y a todo el neuro-eje. El refuerzo estadndar en el

meduloblastoma
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es a la fosa posterior completa; los patrones de fracaso indican que el uso a este
sitio es indispensable y eficaz para evitar una recurrencia regional, a la vez que se

relaciona con una toxicidad reducida.

Conceptos especiales en riesgo alto

En pacientes que presentan riesgo alto, la adicidon de quimioterapia ha aumentado
la duracidon de la supervivencia libre de enfermedad.

Estos son pacientes que en el momento del diagnéstico tienen tumores extensos
localmente y con frecuencia no resecables en la fosa posterior, extension hacia el
tronco del encéfalo al diagndstico, enfermedad metastdsica no contigua dentro o
fuera del sistema nervioso central o una combinacion de los tres. La quimioterapia
adyuvante ha mejorado la supervivencia libre de progresiéon para pacientes con
estos pardmetros de “riesgo pobre”. Estos pacientes deben ser considerados para
tratamientos de quimioterapia muy intensos seguidos de terapia ablativa con sostén
de células progenitoras, alcanzdndose a rescatar menos de la mitad de estos ninos.
También en estos pacientes pareceria que otra alternativa viable son los esquemas
de fase Il. Otras opciones consisten en la aplicaciéon de nuevos agentes sistémicos o

agregar quimioterapia intratecal.

Tratamiento combinado en pacientes de alto riesgo

Para este grupo de pacientes la quimioterapia es parte del tratamiento adyuvante,
con nivel | de evidencia, sin embargo no ha sido establecido un esquema
especifico.

Un Unico estudio que considero uso de radioterapia seguido de quimioterapia con
vincristina, cisplatino y lomustina en pacientes de alto riesgo reporto una
supervivencia de alrededor de 85%.

En un estudio realizado por la Sociedad Internacional de Oncologia Pediatrica, en el
cual se hizo seguimiento durante 76 meses de 27 pacientes con enfermedad
metastdsica tratados con dosis estédndar de radioterapia y lomustina y vincristina
obtuvo una supervivencia de 43% a los cinco anos.

Estos resultados fueron comparables con los obtenidos por la sociedad Francesa de
Oncologia Pedidatrica en el cual se aplicé el esquema de quimioterapia de “ocho

drogas en un dia” seguido de dos ciclos de metrotexate y radioterapia, los
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resultados reportaron supervivencia de 58.8% en pacientes con metdstasis M1 y
43.1% en pacientes con metdstasis M2/M3.

Ninguno de estos estudios ha provisto mds de tipo 3 de evidencia.

Ninos menores de tres anos de edad

Algunos pacientes menores de tres anos de edad con meduloblastoma
recientemente diagnosticado responderdn, al menos temporalmente, a la
quimioterapia. Algunos pacientes, especialmente aquellos con enfermedad
posoperatoria residual minima, pueden tener una respuesta duradera.

Los ninos tratados con quimioterapia solamente podrian tener mejores resultados
neurocognitivos que aquellos tratados con radioterapia, con o sin quimioterapia. La
modalidad de radioterapia en este grupo debe ser preferentemente con la
variedad conformacional y dirigida exclusivamente al lecho tumoral. Sin embargo,
con esta Ultfima modalidad puede haber deficiencia neuroldégica previa a la
iniciacion de la terapia; en algunos casos se ha notado dano neurolégico
progresivo. Por esta razdn se deberd hacer un esfuerzo especial para que los
pacientes menores de tres anos de edad ingresen a estudios que usan
quimioterapia para postergar, modificar o evitar la necesidad de usar radioterapia.
Con calgo de éxito se ha usado quimioterapia en dosis elevadas con rescate
decélulas progenitoras autdlogas.

La enfermedad puede recurrir en el sitio del tumor primario o en sitios no contiguos
del sistema nervioso central. La recaida sistémica es poco comun, pero ocurre. En el
momento de la recurrencia, lo indicado para todos los tumores malignos y a veces
para lesiones benignas (diferenciado), es una evaluacidon completa de la extension
de la recurrencia. Puede ser necesaria una biopsia o una reseccidon para confirmar
la recaida, ya que entidades tales como un tumor secundario o la necrosis del
cerebro relacionada con el tratamiento pueden no distinguirse clinicamente de una
recurrencia del tumor. La necesidad de intervencidn quirlrgica deberd
individualizarse con base en el tipo del tumor inicial, la duracién entre el tratamiento
inicial y la reaparicion de la lesion y el cuadro clinico. Los pacientes con
meduloblastoma que recurren después de recibir radioterapia sola deben ser
considerados para el tfratamiento con agentes activos conocidos, los cuales
incluyen vincristina, ciclofosfamida, cisplatino, carboplatino, lomustina y etopdsido;

aunque se ve una respuesta en mds de 50% de los pacientes, el control de la
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enfermedad a largo plazo es poco comun. Debido a la alta morbilidad ocasionada
por la radioterapia en menores de tres anos; la cirugia continda siendo la base para

mejorar el prondstico seguida de la quimioterapia.

QUIMIOTERAPIA

Varios medicamentos han sido usados en el tratamiento de meduloblastoma,
actualmente son utilizados en el tratamiento estdndar de pacientes de alto riesgo. El
objetivo de la quimioterapia es retrasar o incluso evitar el tratamiento con
radioterapia sin embargo por si sola no puede ser curativa en los pacientes con
meduloblastoma no metastdsico posterior a la reseccién total del tumor. Cisplatino,
vincristina, lomustina, ciclofosfamida, y etoposido oral son los comUnmente usados
en el fratamiento, solos o combinados. En pacientes con diagnostico de
meduloblastoma de alto riesgo tratados con cirugia y radioterapia, la supervivencia
libre de enfermedad se ha reportado de 24-40%. Agregando tratamiento con

quimioterapia, la supervivencia ha alcanzado 50%, siendo todavia desalentadora.

SEGUIMIENTO

Las recaidas de meduloblastoma ocurren en mas de la mitad de los pacientes. Estas
recaidas tienen componente de enfermedad diseminada, ocurren en el 75% de
casos dentro de los 2 primeros anos.

Se recomienda seguimiento con resonancia magnética de crdneo y medula espinal
cada 3 meses durante los 2 primeros anos, posteriormente de crdneo cada 4 meses
durante el 3 ano, cada 6 meses hasta los 5 anos y finalmente cada ano. La
evaluacion de medula espinal posterior a los dos anos se requiere solo si existe

sospecha clinica. (7)
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ANTECEDENTES

En México, los tumores del sistema nervioso central representan el tercer lugar de
todas las neoplasias malignas. EI meduloblastoma constituye 20% de los tumores
primarios del sistema nervioso central y 40% de los que se originan en el cerebelo; es
el tumor maligno mds frecuente en la ninez.

Su origen se sitUa en la capa granular externa, normalmente migra del vermis hacia
la superficie de los hemisferios cerebelosos y de ahi hacia las porciones profundas
para poblar la capa granular interna de las folias. Estos tumores infiltran difusamente
a través de las capas moleculares de la corteza cerebelosa por debajo de la pia,
similar a lo que ocurre normalmente en las etapas embrionarias. Se diseminan por la
circulacién del liguido cefalorraquideo con siembras a lo largo del espacio
subaracnoideo y alrededor de la médula espinal para eventualmente salirse del
sistema nervioso central y diseminarse a hueso, higado, médula dsea y ofros sitios
menos frecuentes. Existen en la actualidad factores prondsticos bien definidos, asi
como el concepto de tratamiento multidisciplinario que ha condicionado mejores
expectativas de supervivencia.

En el HIMFG, de 612 tumores intracraneanos, 263 se localizaron en la regién
infratentorial. De estos, los meduloblastomas representan 19% del total (154) solo por
detrds de los astrocitomas (32 % con 263 tumores).

En cuanto a la efiologia genética relacionada con la supervivencia los datos mds
importantes son los obtenidos en un estudio realizado en Genoa, ltalia, con el titulo
“Perdida de 10926.1-9g26.3 en asociacion con ganancia 7g34-g36.3 o 17924.3-925.3
como predictores de mala supervivencia en meduloblastoma pediatrico”. Se realizo
con 64 muestras de pacientes sin fratamiento al momento del diagndstico en tres
centros de investigaciéon: Hospital infantil Gaslini Genoa: 31 muestras, Biotecnologias
avanzadas, Universidad de Naples: 14 muestras, y Hospital Infantil Universitario de
Turin Regina Margherita: 19 muestras. El Unico criterio de inclusién utilizado fue el
acceso al expediente clinico completo. Cada muestra tenia al menos 85% de
células malignas encontradas mediante andlisis histologico. La histologia de los
tumores se analizaron segun la clasificacion de la organizacion mundial de la salud.
La enfermedad recurrente fue diagnosticada por la presencia de metdstasis.

Los tumores fueron extraidos y congelados en el momento de la cirugia y tratados

de acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad Europea de Genética Humana.
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El ADN constitucional fue extraido de los leucocitos de 51 de los é4 pacientes
mediante métodos estdndar. La cantidad y calidad del ADN fue determinada por
espectofotometria y electroforesis con gel de agarosa. Se obtuvo los siguientes
resultados: perdida de 10g26.1, detectada en 30% de meduloblastomas, ganancia
de 7934-936.3, detectado en 30% de los tumores y ganacia de 17924.3-q25.3
defectada en 27.5% de los tumores, fueron las alteraciones mdas comunes
encontradas en el grupo de pacientes con mala evolucion clinica. También la
presencia simultdnea de pérdida de 10g26.1-g26.3 y la ganancia de 17924.3-925.3
se asocio con supervivencia significativamente reducida (p=0.023). La presencia de
MYC, MYCN o amplificacion 3p21.2-p21.3 se asocié también con la disminucion de
la supervivencia del paciente (p=0.0077). (12, 13)

El desarrollo intenso de las técnicas de biologia molecular ha hecho que estas se
encuentren disponibles en laboratorios de investigacion logrando avances notables
en relacion al conocimiento de las neoplasias, particularmente en ninos,
convirtiendose en herramientas indispensables en el diagndstico, prondstico y
blanco terapéutico. En los Ultimos anos la investigacion sobre marcadores
moleculares en tumores se ha enfocado en estudiar la expresion de los microRNAs
(MiRNAs). Los miRNAs son moléculas pequenas de RNA que inhiben la fraduccion de
RNAs mensajeros. Los miRNAs son moléculas que se transcriben de forma activa y
regulan la expresidon de genes post-franscripcionalmente, participan en la mayoria
de los procesos celulares. En el cdncer sus niveles de expresion se encuentran
alterados promoviendo la proliferacion, metdstasis, pérdida de diferenciacion vy
disminucion de la apoptosis por tal motivo se clasifican como supresores de tumor y
con potencial oncogénico. El niUmero de microRNAs reportado en los Ultimos anos
aumentdé de forma acelerada, sin embargo el nUmero de blancos validados, asi
como las vias celulares en las cuales participan es poco conocido. Recientemente
se ha comprobado que la alteracion en la expresion de los miRNAs participa de
manera importante en la oncogénesis. La escasa informacién de los miRNAs
relacionados al meduloblastoma muestran informacion segin la cual, estas
neoplasias tienen un perfil de expresion de MiRNAs diferente al tejido cerebeloso
fetal o adulto. Pocos miRNAs estan sobre regulados, mientras que la mayoria de ello
se encuentra sub regulados. Particularmente, el miR-? y miR-125 a tienen una
funcion inhibitoria del tumor promoviendo la detencién del ciclo celular y la

apoptosis. (14, 15)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El meduloblastoma presenta una variabilidad histolégica y molecular tan importante
que hace que aunque todos los tipos de meduloblastoma se clasifiguen como
grado 1V, el riesgo y el prondstico de los mismos sean muy amplios.

La clinica depende de la edad del paciente y la extension de la enfermedad locall
o diseminada. Suele deberse al aumento de la presidn intfracraneal por la
hidrocefalia secundaria a la obstruccion del tumor, dando lugar a cefalea, vomitos,
papiledema, irritabilidad, diplopia, nistagmos y aumento del perimetro cefdlico en
ninos de menor edad. La clinica ademdads tiene relaciéon con la localizacién del
tumor en el vermis provocando ataxia de miembros y disdiadococinesia. La cefalea
suele ser el primer sinfoma en ninos de mayor edad, empeora con el decUbito
supino, comienza por la manana y suele mejorar con el vomito.

Las alteraciones cromosémicas descritas en la literatura en los casos de
meduloblastoma incluyen pérdida de la heterocigocidad, deleciones y mutaciones
en 17p, 16, 8p, 10g y 11q. Estudios de hibridacién gendmica comparativa han
identificado grandes regiones de pérdida y en forma mds precisa se han localizado
pequenas deleciones en 17p11 hasta en 54% de los casos; pérdida que incluye en el
dano 17p13.3, sifio en donde se localiza p53, cuyas mutaciones se han demostrado
en otros tumores.

Por otra parte, el perfil de expresidn de los MIRNAS puede generar informacién sobre
el comportamiento bioldgico del tumor. Con métodos de biologia molecular y
celular, es posible establecer evidencias que lo confirmen. En los Ultimos anos, los
MiRNAs estdn emergiendo como reguladores de diferenciacion celular vy
proliferacién, y han sido implicados en la etfiologia de los RMS. Pueden ser
marcadores tumorales de alta especificidad que permitird seguir el progreso de la
enfermedad. El andlisis de la expresion de los miRNAs se ha revelado como una
poderosa herramienta para identificar moléculas que fienen un papel importante
en el desarrollo de mudultiples neoplasias. Sin embargo, particularmente en los
meduloblastomas hay muy escasa informacién. Es necesario identificar perfiles de
expresion de miRNAS involucrados en la carcinogénesis de los meduloblastomas y
asociarlos a las variantes histolégicas, cldsico, anapldsico o desmopldsico, y sus
caracteristicas moleculares ligadas a los genes ErbB2 o c-Myc ademds de

correlacionar con los estadios clinicos.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

Analizar el perfil de expresion de los miRNAs en meduloblastoma permitird encontrar

moléculas involucradas en su carcinogénesis?

JUSTIFICACION

En México los tumores del sistema nervioso central ocupan el tercer lugar en
frecuencia de todas las neoplasias en edad pedidtrica, solo por debajo de las

leucemias y linfomas. Son los tumores sélidos mds frecuentes en menores de 15 anos.

El cuadro clinico inicial de los tumores del sistema nervioso central en ninos es
inespecifico por lo que el diagnostico suele ser tardio. En Canadd el tiempo
transcurrido desde el inicio de los sinftomas hasta recibir la atencidén por el servicio
especializado, después del diagndstico es de 34 dias con intervalo de 16 a 76 dias.
En México se encontré un promedio de 7 meses desde la primera consulta hasta

llegar al diagndstico.

Los pacientes con meduloblastoma de riesgo estdndar, tienen una sobrevida a 5

anos de 50% a 80% después de reseccion, radioterapia y quimioterapia.

La terapia integral en la que se incluye cirugia, radioterapia y quimioterapia, cura
aproximadamente 80-85% de los casos de meduloblastoma de riesgo intermedio y
hasta un 70% de los de clasificados de alto riesgo. Estudiar el perfil de expresion de
los MiIRNAs en pacientes con meduloblastoma permitird, posiblemente, tener mas

armas terapéuticas dirigidas para el tratamiento de estas neoplasias
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

« Describir el perfil de expresion de miRNAs en presente en ninos con

meduloblastoma, diagnosticados en el HIM.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

+ Describir los miRNAS involucrados

« Describir los valores de los miRNAS encontrados.

HIPOTESIS

Los grupos de miRNAs pueden contribuir al desarrollo o permanencia de las células

tfumorales en los casos de meduloblastoma.
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DISENO METODOLOGICO

Se revisardn los archivos de estudios quirdrgicos del Departamento de Patologia del
HIMFG para recolectar los casos con diagndstico de meduloblastoma de 1990 a
2012. Se revisaran las laminillas y se confirmd el diagndstico; en el mismo paso se
escogieron los bloques de parafina que fueron utilizados para la extraccion de
material genético. RT-PCR (Reverse transcriptionpolymerasechainreaction) : Para
preparar la muestra se llevd a cabo la desparafinizacion mediante xileno al 100% se
incubo durante 3 minutos a 50°C, posteriormente se centrifugo durante 2 minutos, se
decantd el xileno y una vez formada una plagueta se aplicdé etanol al 100%
dejando secar al aire libre. Posteriormente se hizo la digestion con proteasa

incubdndolo a 50°C durante 16 hrs.

Para aislar el dcido nucleico, se prepard una solucion de aislamiento con aditivo de
aislamiento y etanol, pasando la mezcla a través de un filtro. Se lavard con solucién
wash1 y con wash 2/3, centrifugando posteriormente para eliminar residuos liquidos.
Finalmente se realizard la digestion con nucleasa y la purificacion final agregando a
cada filtro DNasa e incubando durante 30 minutos, se lavard con solucion washl,
wash 2/3, y se centrifugard para eliminar residuos liquidos; se diluird con agua libre

de nucleasas a 95°C.

Se incluyeron tres meduloblastomas obtenidos del banco de tumores congelados
del Departamento de Patologia, del Hospital Infantil de México Federico Gomez. Se
extrajo el RNA total a partir de 50 ug de tejido tumoral. La extraccidén se realizdé con
el reactivo comercial ftrizol siguiendo las especificaciones del mismo. Para la
reaccion de RT se colocd 1 uyg de RNA vy se utilizdé el kit Megaplex Pools, que incluyd
oligonucledtidos especificos para sintetizar simultdneamente el cDNA de 768
microRNAs diferentes, divididas en dos reacciones con 384 microRNAs cada una.
Para la PCR Se utilizaron arreglos de baja densidad TagMan (TLDA) divididos en dos
arreglos cada uno con 384 iniciadores y sondas TagMan unidos al fondo de la placa
para evaluar un total de 768microRNAs en cada tumor. Se utilizaron dos tejidos de
cerebro normal para comparar con la expresion de los tumores. Se realizd una
cuantificacion relativa utilizando la féormula 2-44¢t, Se utilizé como confrol endégeno

RNU48 y como calibrador cerebro normal proveniente de autopsias.

20



Para la preparacion del gel de poliacrilamida, se usard gel de acrilamida al 13%,
posteriormente se llevard a cabo la reaccién de electroforesis a 110 voltios durante
70 minutos, finalmente se agregardn las siguientes soluciones; fijadora durante 10
minutos, solucion de plata durante 5 minutos, solucion reveladora durante 5 minutos

y solucién de paro 5 minutos.

Se recabaron los resultados y se cuantificara la sobre-expresidon y la sub-expresion de

micro-RNAs encontrados.
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se recabaran los resultados de los expedientes registrados como casos de
meduloblastoma desde 1990 a 2012 y se adjuntaron en una base de datos segun el
siguiente formato. Con la informacién obtenida se escogieron tres casos de
meduloblastoma, segun viabilidad de las muestras del tumor y niUmero de miRNA
detectados. Se describieron los valores analizdndose la expresion incrementada vy

disminuida de los mismos.

EDAD

SEXO

TIEMPO DE EVOLUCION

LOCALIZACION DEL TUMOR

ESTADIO CLINICO

VARIANTE HISTOLOGICA

TRATAMIENTO

PORCENTAJE DE TUMOR RESECADO

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA DESPUES DEL DIAGNOSTICO
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DESCRIPCION DE VARIABLES

Edad: Definida como el tiempo que ha vivido una persona desde su nacimiento,
cuantificado en anos y meses.

Variable cuantitativa discreta.

Sexo:en su definicion estricta es una variable bioldgica y genética que divide a los
seres humanos en dos posibilidades solamente: mujer u hombre. La diferencia entre
ambos es fdcilmente reconocible y se encuentra en los genitales, el aparato
reproductor y otras diferencias corporales.
Variable cudalitativa dicotémica. Sus valores serdn:

e Femenino: Definido bioldgicamente por la presencia de érganos genitales

femeninos y genéticamente por cromosomas XX.
e Masculino: Definido bioldgicamente por la presencia de érganos genitales

masculinos y genéticamente por cromosomas XY.

Tiempo de evolucion: Definida como el tiempo transcurrido entre la presencia de
signos clinicos y el diagnostico de la enfermedad. Expresada en meses o anos.

Variable cuantitativa discreta.

Localizacién del tumor: Se refiere a la localizacion del tumor a nivel cerebral.
Variable cualitativa dicotomica.
e Supratentorial: Se refiere a los tumores que estdan situados en la cavidad
infracraneana por encima del tentorio o tienda del cerebelo.
e Infratentorial: Se refiere a los fumores que estdn situados en la cavidad

infracraneana por debajo del tentorio o tienda del cerebelo.

Estadio clinico: Definido por el sistema de estadificacion de Chang.

Variable cualitativa politomica.

SISTEMA DE ESTADIFICACION DE CHANG
TUMOR
e T1 Techo de 4o ventriculo < 3 cm no rebasa linea media

e T2 >3cm, invade estructuras adyacentes, llena parcialmente 40 ventriculo
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e T3a Invade 2 estructuras adyacentes, el 40 ventriculo con extension al
acueducto de Silvio, foramen de LuschkaMagendie, hidrocefalia

e T3b Nace del piso 40 ventriculo o tallo cerebral, invade 40 ventriculo

e T4 Se extiende al acueducto de Silvio, involucra 3er ventriculo, cerebro medio
METASTASIS
MO: Sin evidencia macroscopica de metdstasis subaracnoidea o hematdgena
M1: células tumorales microscopicas en el liquido cefalorraquideo.
M2: Siembras nodulares presentes en el espacio subaracnoideo cerebral o en 1os
ventriculos tercero o laterales.
M3: Siembras nodulares en el espacio subaracnoideo espinal

M4: Metdstasis fuera del neuroeje.

Variante histoloégica: Definida segun la clasificacion de la OMS.

Variable cualitativa politomica.

e Clasico: Estd compuesto por células densamente empaquetadas con
nucleohipercromatico de forma circular u ovalado similar a una zanahoria,
rodeado de escaso citoplasma.

e Anaplasico: Se caracteriza por células largas mezcladas con células de
diferente  morfologia caracterizadas por pleomorfiimo nuclear vy
moldeamiento nuclear.

e Células grandes: Estd compuesto por células monomorficas con nucelo
grande, redonde vy vesicular, nucléolo prominente y abundante citoplasma
eosinofilico.

¢ Nodular desmoplasico: Esta variante contiene zonas nodulares o libres de
reticulina que contienen regiones de maduracion neuronal que exhiben una
relacién nucleo citoplasma reducida y una maitriz fibrilar y células uniformes
con apariencia de neurocitos. Estos nédulos estdn rodeados de células
empaquetadas mitéticamente activas las cuales producen una red densa
intercelular de fibras reticulina sensibles.

¢ Nodularidad extensa (MBEN): Se diferencia del nodular desmoplasico por
tener una morfologia lobular extendida asociada a que las zonas libres de

reticulina se vuelven elongadas y ricas en tejido parecido a tejido neuronal.
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Dichas zonas contienen una poblacidn de pequenas células con nucleo

circular. El componente internodular es marcadamente reducido en ciertas

areds.

Tratamiento:Se refiere al conjunto de medios cuya finalidad es la curaciéon o el alivio

de la enfermedad o de la sinfomatologia

Variable cudalitativa politomica cuyos valores pueden ser:

Cirugia: Parte de la medicina que se ocupa de curar las enfermedades,
malformaciones, traumatismos, mediante operaciones manuales o
instrumentales, en este estudio se refiere a la rreseccion total o parcial de
la lesion tumoral.

Quimioterapia: Es el tratamiento del cdncera ftravés de productos
quimicos. La funcién de la quimioterapia es impedir, en las enfermedades
neopldsicas, la reproduccion de las células cancerosas. Para esto provoca
una alteracion celular a través de la sintesis de proteinas o de dcidos
nucleicos, o mediante la propia division celular.

Radioterapia: Es un método de tratamiento que se aplica en el caso de
determinadas enfermedades y que consiste en el empleo de radiaciones

ionizantes, especialmente rayos X o radioactividad.

Porcentaje de tumor resecado: Se refiere a la proporcion del tumor resecado en

relaciéon al tamano y lesion residual.

Variable cuantitativa discreta.

Tiempo se supervivencia después del diagnéstico: Se refiere al tiempo transcurrido

de vida posterior al diagndstico de meduloblastoma, expresado en anos y meses.

Variable cuantitativa discreta.
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RESULTADOS

Se estudid el perfil de expresidn en tres casos de meduloblastoma de pacientes

diagnosticados en el HIMFG.

MmicroRNA

Meduloblastoma
1

Meduloblastoma
2

Meduloblastoma
3

sobre-expresados

miR-20a 2.6 2.3 0.67
miR-93 2.15 .9 2.66
miR-100 0.52 7.83 2.37
miR-195 1.44 0.78 1.68
miR-199a-3p 2.68 6.24 274
mMiR-494 0.12 7.92 2.02
miR-592 0.76 2.07 6.44
sub-expresados

miR-26a 0.013 0.026 0.098
miR-99b 0.018 0.006 .0063
miR-128 0.1 .02 0.025
miR-193b 0.049 0.033 0.15
miR-330 0.02 0.01 0.05
mMiR-365 0.10 0.03 0.024
miR-425 0.028 0.032 0.0739
miR-433 0.011 0.091 0.039
miR-574-3p 0.38 0.046 0.096
miR-770-5p 0.00091 0.0057 0.0087

Tabla 1. Valores de expresidon de microRNAs en los que se observd mayor alteraciéon

en fres meduloblastomas.
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DISCUSION

Hemos revisado el perfil de expresion en tres meduloblastomas y cerebelo normal
como testigo. Hubo sobre-expresion de 7 miRNAs, y sub-expresiéon en 10. (ver tabla
1). Algunos de los miRNAS estudiados que presentan sub-expresion pueden estar
involucrados en la tumorogénesis, como el miR 128. Tomando en conjunto estos
hallozgos, hemos encontrado un grupo de miRNAs que pueden contribuir al
desarrollo o permanencia de las células fumorales en los casos de meduloblastoma.
Los miNAs descritos se han informado como participantes en otro tipo de neoplasias,
y se conocen como OncomiRs. Entre estos, el miR 26 se ha descrito como
participante en cdncer de mama y ovario. Esto nos lleva a la reflexionar acerca del
papel de familias de miRNAs que actiuan sobre diferentes genes actuando en
algunos casos como OncomiRs, y en otros casos como supresores tumorales, de
acuerdo a los genes blanco. Estos hallazgos abren multiples opciones a desarrollar
tratamientos especificos en genes blanco, evitando terapias agresivas como la
quimioterapia o la radioterapia.

Se ha sugerido que los oncomiRNAs tienen un papel critico en en el control y
comportamiento tumoral, haciendo blanco en genes especificos y sus productos
involucrados en la génesis de los meduloblastomas. Se ha informado que el miRNA
let-7 inhibe la expresidon del oncogen Ras que estd asociado a meduloblastomas de
conducta agresiva favoreciendo metdstasis tempranas. En  este  estudio,
enconframos al miR 20° sobre-expresado, que participa en la modulacion de E2F1 y
coopera con c-Myc para favorecer la tumorogénesis. El oncogenMyc se encuentra
frecuentemente sobre-expresado y amplificado en el meduloblastoma y fiene un
papel esencial en la tumorogénesis de este tumor. La correlacion del perfil de
expresion de los miRNAs con factores prondsticos bioldgicos servird de pauta para la
terapéutica proxima. Se podrdn planear fratamientos personalizados de acuerdo al

paciente, el tipo de tumor e incluso su tipo histoldgico.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos nos permiten fijar nuestra atencion en los siguientes miRNAs:

miR-100: Existen una relacién funcional entre la célula progenitora/troncal
neural(NSPCs) vy la célula endotelial (EC). Las NSPCs inducen cambios en la
expresion de un grupo de miRs, entre ellos miR-100 los que a su vez modulan la
angiogénesis. La sobre-expresion de miR-100 inhibe la angiogénesis en la EC y su
sobre-expresion ejerce el efecto contrario. Se ha relacionado con cdncer rectal,

pancredtico y en neuroblastoma (14).

miR-195: en el GBM se ha reportado como un supresor de fumor. En lineas celulares
de GBM su sobre-expresidon causa arresto del ciclo celular y disminuye la invasion

celular debido a que tiene como blancos a E2F3 y CCNDa3.

miR-770-5p. Se ha reportado en cdncer cervical de mama vy rectal. En

meduloblastomas no hay informes hasta este momento.

28



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

MES ACTIVIDADES

MAYO 2013 RECOLECCION DE DATOS, REVISION DE EXPEDIENTES
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2014
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ENCONTRADOS

JUNIO 2014 ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

JUNIO 2014 DESCRIPCION DE RESULTADOS

JUNIO 2014 ELABORACION DE CONCLUSIONES
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Para la realizacion de este estudio piloto Unicamente fue posible el andlisis de tres
casos de meduloblastoma debido a la viabilidad de las muestras y los reactivos

necesarios para su aislamiento.

Sin embargo de acuerdo a los resultados, es posible realizar un estudio que incluya
mayor nuUmero de casos y relacionarlos con la supervivencia y el estadio del tumor

para planteamiento de terapia genética.
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