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RESUMEN

Los tumores embrionarios incluyen una constelaciéon de neoplasias que surgen de
forma mas comdn durante la nifiez, representan un grupo heterogéneo de neoplasias
generalmente compuestas por células indiferenciadas que se asemejan a las que surgen
del sistema de 6rganos del embrion. Estos se manifiestan con ataxia troncal y sintomas
de hipertension endocraneal. La nomenclatura de estos tumores se basa en la
localizacién de las lesiones, representan aproximadamente el 20% de todos los tumores
del sistema nervioso central en pacientes pediatricos y se encuentran en la region del
cerebelo, cerebro y tienen una tendencia a propagarse a través del liquido
cefalorraquideo. Son especimenes de superficie externa suave, brillante,
microscopicamente infiltrantes, con necrosis y hemorragia  frecuentes
macroscopicamente. Histologicamente los meduloblastomas y los neuroblastomas
comparten histologia similar, la mayoria tiene una elevada celularidad, marcada
proliferacién de células con una relacion ndcleo citoplasma aumentada a favor del nucleo,
asociada con una prominente actividad mitética y apoptosis, algunas lesiones pueden
tener un gran ndcleo ser o multinucleadas. Las Pseudorrosetas de Homer—-Wrigth son
evidentes en una tercera parte de los meduloblastomas. Algunos tumores pueden mostrar
evidencia de diferenciacion a células ganglionares o gliales y ejemplos raros con
diferenciacion miogénica o melanocitica han sido descritos. La variante desmoplasica del
meduloblastoma esta caracterizada por areas nodulares con zonas libres de reticulina,
este subtipo tiene tendencia localizarse en partes laterales del cerebelo y ha sido descrito
como de mejor pronéstico. La inmunohistoquimica en los tumores embrionarios muestra
evidencia de diferenciacion neural y ultraestructuralmente la mayoria de tumores de este
grupo demuestran evidencia de diferenciacion neural como estructuras de tipo sinaptico,
granulos secretores densos y tlbulos neurales.



INTRODUCCION

Todos los meduloblastomas se clasifican como tumores grado |V patolégicamente.
Se agrupan en cuatro subgrupos moleculares a saber. WNT, SHH, grupos 3 vy 4,
identificados usando varios métodos de alto rendimiento. La conferencia de consenso de
la OMS celebrada en junio de 2015 reconocié la importancia de estos grupos biolégicos e
introdujo las siguientes entidades definidas genéticamente de meduloblastoma en la
clasificacion de la OMS revisada de tumores del SNC que se publico en 2016. Estos
subgrupos moleculares fueron descritos utilizando técnicas de inmunohistoquimica (IHC),
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), PCR cuantitativa que proporcionaron
resultados rapidos y reproducibles en tejido fijado en formol y embebido en parafina.
Estas técnicas son de utilidad para el patélogo y pueden ser aplicables en laboratorios de
todo el mundo. La creacién de un panel, para un sistema de estadificacion de riesgo por
niveles de subgrupo molecular en meduloblastomas es un reto, y es significativo al
correlacionarlo con parametros clinico-patolégicos y supervivencia del paciente. El
tratamiento post-operatorio estandar no soélo incluye la radioterapia local, sino también la
radiacion craneoespinal y quimioterapia. Un tercio de los pacientes son incurables,
mientras que los supervivientes a largo plazo sufren de déficits neuroldgicos permanentes
resultantes de terapias intensivas administradas al cerebro del nifio en desarrollo. Se
requieren marcadores moleculares para la estratificacion del riesgo, por lo que en los
pacientes con riesgo estandar se puede ahorrar un tratamiento excesivo y la
supervivencia de los pacientes de alto riesgo puede ser mejorada. La comprension de los
mecanismos moleculares que subyace en la patogénesis de los meduloblastomas es
crucial para el disefio de terapias novedosas, que podrian ser mas eficaces y libre de
efectos secundarios indeseables.



ANTECEDENTES

Los tumores embrionarios incluyen una constelacién de neoplasias que surgen de
forma mas comudn durante la nifiez. La nomenclatura de estos tumores se basa en la
localizacion de las lesiones *. El tumor prototipo de este grupo es el meduloblastoma *.
Representa aproximadamente el 20% de todos los tumores pediatricos del SNC 2. Se
manifiestan cominmente con ataxia troncal y sintomas de hipertension endocraneal. Una
lesién cerebral que imita a esta es el neuroblastoma, estas se asocian cominmente con
sintomas de déficit de nervios craneales focal, dolor de cabeza y convulsiones®. Existe
ligera preponderancia en hombres para estas lesiones, asi como para tumor
rabdoide/teratoide atipico. En la resonancia magnética estos tumores presentan un
decremento de la intensidad en T1 y de la densidad o isodensidad en T2 *. El defecto
genético mas cominmente asociado envuelve al cromosoma 17 *. Una caracteristica
particular del tumor rabdoide/teratoide es la delecién del cromosoma 22 *,

La mayoria de los meduloblastomas tiene una elevada celularidad, son
especimenes de superficie externa suave, brillante, microscépicamente infiltrantes *. La
necrosis y hemorragia son caracteristicas macroscopicas comunes de estas lesiones *.
Histolégicamente los meduloblastomas y los neuroblastomas tienen histologia similar que
consta de una marcada proliferaciébn de células con una relacién nucleo citoplasma
aumentada a favor del ndcleo, asociada con una prominente actividad mitética y
apoptosis, algunas lesiones pueden tener un gran nicleo o ser multinucleadas®. Las
pseudorrosetas de Homer-Wrigth son evidentes en una tercera parte de los
meduloblastomas®. Algunos tumores pueden mostrar evidencia de diferenciacion a células
ganglionares o gliales y ejemplos raros con diferenciacion miogénica o melanocitica han
sido descritos . La variante desmoplasica del meduloblastoma esta caracterizada por
areas nodulares con zonas libres de reticulina, este subtipo tiene tendencia a localizarse
en partes laterales del cerebelo y esto ha sido descrito como de mejor prondéstico, otras
lesiones embrionarias incluyen meduloepiteliomas, pineoblastoma, ependimoblastomas *.
La inmunohistoquimica en los tumores embrionarios muestra evidencia de diferenciacion
neural y la ultraestructural de la mayoria de tumores de este grupo demuestra evidencia
de diferenciacion neural como estructuras de tipo sinptico, granulos secretores densos y
tbulos neurales *. El pronéstico depende del tipo de tumor, los meduloblastomas estan
asociados con mejor sobrevida en contraste con los neuroblastomas con rango de
sobrevida del 30% a los 5 afios *.

Es por eso que los de localizacion cerebelosa histéricamente se han denominado
meduloblastomas, mientras que los de la region pineal son pinealoblastomas y los
supratentoriales se conocen como neuroblastoma central o tumor neuroectodérmico
primitivo (Sierrasesumaga, 2004) *. En los Gltimos 10 afios, nuestra comprension sobre la
biologia del meduloblastoma se ha incrementado draméaticamente, principalmente a través
de los avances en gendmica integrada * * > ® " 8 En 2010, en una conferencia de
consenso en Boston, Massachusetts, fue acordado por un grupo de trabajo de
meduloblastoma que hay por lo menos cuatro subgrupos transcripcionales de
meduloblastoma’. Estos cuatro subgrupos denominados WNT, SHH, Grupo 3 y Grupo 4
se aceptan ahora como entidades bioldgicas distintas y continuos esfuerzos estan en
marcha para adaptar el tratamiento a cada uno de estos grupos, y evaluar si este enfoque
puede mejorar los resultados. Una reunién de consenso subsecuente en Perth, Australia,
definio los criterios diagnosticos de los cuatro subgrupos®. La conferencia de consenso de
la OMS celebrada en junio de 2015 reconocié la importancia de estos grupos biologicos e
introdujo las entidades definidas genéticamente del meduloblastoma.
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MARCO TEORICO

Organizacion Mundial de la Salud

La Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud de los tumores del sistema
nervioso central 2016 es un avance conceptual y practico a su predecesor de 2007 *°. Por
primera vez, la clasificacion de la OMS de los tumores del sistema nervioso central utiliza
parametros moleculares ademas de la histologia para definir muchas entidades
tumorales, por lo tanto, la formulacién de un concepto de cdmo los diagnosticos de
tumores del SNC deben estructurarse en la era molecular '°. Como tal, la OMS 2016 SNC
presenta una importante reestructuracion de los gliomas difusos, meduloblastomas y otros
tumores embrionarios, e incorpora nuevas entidades que se definen por lo tanto de la
histologia y las caracteristicas moleculares, incluyendo al glioblastoma, el glioblastoma
IDH-de tipo salvaje y; el glioma difuso de la linea media IDH-mutante, H3 K27M-mutante;
ependimoma fusién positivo RELA; meduloblastoma, WNT-activa y meduloblastoma,
SHH-activa; y tumor embrionario con rosetas de varias capas, C19MC-alterada *°.

Definicion

Es un tumor neuroepitelial embrionario que se presenta en el cerebelo o el tallo
cerebral dorsal, que se presenta principalmente en la infancia y que consiste en células
densamente compactas pequefias redondas indiferenciadas con ligero a moderado
pleomorfismo nuclear y un alto recuento mitético.

El meduloblastoma es el tumor embrionario del SNC mas comun y el tumor
maligno mas comun de la infancia. Ahora se clasifica en variantes moleculares (es decir,
genéticas) asi como variantes morfoldgicas, todas con utilidad clinica. La mayoria de los
meduloblastomas surgen en el cerebelo, pero la variante activada por WNT tiene su
origen en células del tallo cerebral dorsal que se derivan del labio inferior rombético. Las
variantes del meduloblastoma muestran una amplia gama de caracteristicas morfolégicas,
incluyendo diferenciacion neurocitica y ganglionar, y comportamientos biolégicos distintos.
Al hacer un diagnostico de meduloblastoma, es importante excluir entidades
histopatol6gicamente similares que surgen en la fosa posterior, como los gliomas de
células pequefias de alto grado, el tumor embrionario con rosetas multicapa y los tumores
teratoides / rabdoides atipicos.

Clasificacion
Independientemente de su caracterizacion histoléogica o genética, los
meduloblastomas corresponden histolégicamente al grado IV de la OMS.

Meduloblastoma, NOS

El diagnéstico de meduloblastoma, NOS, es apropiado cuando un tumor neural
embrionario se localiza en el cuarto ventriculo o cerebelo y la naturaleza del tejido
biopsiado impide la clasificacion del tumor en una de las categorias genéticamente o
histolégicamente definidas de meduloblastoma. Esta situacion suele surgir cuando hay
incertidumbre sobre las caracteristicas arquitectdnicas y citolégicas de un tumor como
resultado de un muestreo de tejido insuficiente o la presencia de artefactos de tejido. Para
el diagnéstico de meduloblastoma, NOS, es importante excluir entidades



histopatol6gicamente similares, tales como gliomas de células pequefias de alto grado,
tumor embrionario con rosetas multicapa y tumores teratoides / rabdoides atipicos.

Codigo CIE-0 9470/3

Epidemiologia
Incidencia

El meduloblastoma es el tumor embrional del SNC mas comun de la infancia. De
todos los tumores cerebrales pediatricos, el meduloblastoma es el segundo en frecuencia
antecedido so6lo por el astrocitoma pilocitico y representa el 25% de todas las neoplasias
intracraneales. La incidencia anual de meduloblastoma es de 1,8 casos por 1 millén de
habitantes, mientras que la incidencia anual de en la infancia es de 6 casos por cada 1
millon de nifios; Estas tasas de incidencia no han cambiado con el tiempo. Como es el
caso con otros tumores cerebrales de alto grado, la incidencia de meduloblastoma difiere
entre etnias. En los EE. UU., La incidencia anual general es mas alta entre los blancos no
hispanos (2,2 casos por 1 millon de habitantes), seguidos por los hispanos (2,1 por 1
millén) y los afroamericanos (1,5 por 1 millén) [http: //www.cbtrus. Org / 2011-NPCR-
SEER / WEB-0407-Report-3-3-2011.pdf]. Casi un cuarto de todos los meduloblastomas
ocurren en adultos, pero <1% de los tumores intracraneales de adultos son
meduloblastomas.

Distribucién de edad y sexo

La edad media del paciente en el diagnéstico de meduloblastoma es de 9 afios,
con picos de incidencia a los 3 y 7 afios de edad. De todos los pacientes con
meduloblastoma, el 77% tienen menos de 19 afios. El tumor tiene una relacion general de
hombre a mujer de 1,7: 1. Entre los pacientes mayores de 3 afios, la proporcién de
hombres a mujeres es de 2: 1, pero las tasas de incidencia entre nifios y niflas menores
de 3 afos son iguales. Los diferentes grupos moleculares y las variantes histopatologicas
del meduloblastoma tienen diferentes distribuciones de edad.

Localizacién

Los meduloblastomas crecen en el cuarto ventriculo o se localizan en el
parénquima cerebeloso. Algunos tumores cerebelosos pueden localizarse lateralmente en
un hemisferio.

Caracteristicas clinicas

Meduloblastomas que crecen en el cuarto ventriculo causan aumento de la presion
intracraneal ejerciendo efecto de masa y bloqueando las vias del liquido cefalorraquideo.
Por lo tanto, la mayoria de los pacientes presentan una historia corta de presion
intracraneal elevada: dolor de cabeza que aumenta en frecuencia y gravedad, nauseas
frecuentes al despertar y episodios de vomitos. La ataxia cerebelosa es comun.
Los sintomas y los signos relacionados con la compresién de los nervios craneales o los
trazos largos que pasan a través del tronco encefalico son infrecuentes.

Propagacion
Al igual que otros tumores embrionarios, el meduloblastoma tiene una propensiéon
a propagarse a través de las vias del liquido cefalorraquideo para sembrar el neuraxis con



depdésitos de tumores metastasicos. Rara vez, se extiende a los sistemas orgénicos fuera
del SNC, particularmente a los huesos y al sistema linfatico. Los informes de metastasis al
peritoneo implican shunts ventriculoperitoneales.

Macroscopia

La mayoria de los meduloblastomas surgen en la region del vermis cerebeloso,
como masas rosadas o grises a menudo friables que llenan el cuarto ventriculo. Los
meduloblastomas localizados en los hemisferios cerebelosos tienden a ser firmes y méas
circunscritos, y generalmente corresponden a la variante desmoplésica / nodular con la
activacion de la via SHH. Pequefios focos de necrosis pueden ser claramente evidentes,
pero la necrosis extensa es rara. En el meduloblastoma diseminado, a menudo se
encuentran nédulos tumorales discretos en las leptomeninges craneoespinales o en las
vias del liquido cefalorraquideo.

Microscopia

Se reconocen varias variantes morfolégicas del meduloblastoma, junto con el
tumor clasico: meduloblastoma desmoplasico / nodular, meduloblastoma con nodularidad
extensa y meduloblastoma de células grandes / anaplasico. Sus particularidades
microscopicas arquitecténicas y citolégicas se describen en las secciones
correspondientes de este volumen. Una poblacion dominante de células indiferenciadas
con una elevada relacion entre el nucleo y el citoplasma y figuras mitéticas son una
caracteristica comun, justificando la designacién "embrionario", pero es importante
considerar otras entidades en el diagndstico diferencial. Los gliomas de células pequefas
de alto grado y algunos ependimomas tienen una citologia de tipo embrionario y los
elementos del tumor embrionario con rosetas multicapa o tumor teratoide / rabdoide
atipico pueden ser idénticos al meduloblastoma. Cualquiera de estas entidades puede
confundirse con el meduloblastoma, especialmente en pequefias biopsias, por lo que
determinar el inmunofenotipo o perfil genético de un tumor es una parte importante del
trabajo a través del diagnéstico diferencial.

Dos variantes morfoldgicas distintivas del meduloblastoma se describen en esta
seccion, ya que pueden ocurrir en el establecimiento de un tumor clasico o de células
grandes / anaplasico y ya no se consideran variantes histopatoldgicas distintas. Estos son
la rara variante (que representan el <1% de los casos) de meduloblastoma con
diferenciacion miogénica (anteriormente llamado medulomioblastoma) y meduloblastoma
con diferenciacion melanoética (anteriormente denominado meduloblastoma melanocitico).
Aunque estos tumores son muy raros, no es raro que sus fenotipos ocurran juntos.

Ademas de un elemento embrionario convencional, el meduloblastoma con
diferenciacion miogénica contiene un numero variable y distribucion de células
rabdomioblasticas en forma de huso y a veces células grandes con abundante citoplasma
eosinofilico. Ocasionalmente, son evidentes las células alargadas de la correa
diferenciada, con las estriaciones cruzadas del musculo esquelético.

El meduloblastoma con diferenciacion melanética contiene un pequefio nimero de

células productoras de melanina, que a veces forman grumos. Estos pueden aparecer
totalmente indiferenciados (como otras células embrionales) o tener un fenotipo
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epitelioide. Las células productoras de melanina epitelioides pueden formar tubulos,
papilas o grupos de células.

Inmunofenotipo

Aunque algunos meduloblastomas no expresan antigenos neurales, la expresion
de marcadores de diferenciacion neuronal es comudn. La inmunoreactividad para la
sinaptofisina, la clase Il de beta-tubulina, o NeuN se demuestra por lo menos focalmente
en la mayoria de los meduloblastomas. Las rosetas de Homer Wright y los ndédulos de
diferenciacién neurocitica son inmunopositivos para estos marcadores. Por el contrario, la
expresion de los PFN es rara. Las células GFAP-inmunopositivas se encuentran a
menudo entre las células embrionales indiferenciadas de un meduloblastoma; Sin
embargo, generalmente muestran la apariencia tipica de arafia de los astrocitos reactivos
y tienden a ser mas abundantes cerca de los vasos sanguineos. Estas células se
consideran generalmente astrocitos atrapados, aunque la observacion de células
similares en depdsitos metastasicos extra cerebrales plantea la posibilidad de que al
menos algunos sean astrocitos neoplasicos bien diferenciados. Las células que muestran
inmunoreactividad GFAP y caracteristicas citolégicas de neoplasia benigna se pueden
observar en aproximadamente 10% de los meduloblastomas. En el meduloblastoma con
diferenciacibn miogénica, las células que demuestran diferenciacion miogénica son
inmunopositivas a la desmina o a miogenina, pero no alfa-SMA. En los meduloblastomas
con diferenciacion melandtica, las células productoras de melanina expresan HMB45 o
melan-A, y los grupos de células epitelidides asociadas con la produccién focal de
melanina generalmente muestran inmunoreactividad para citoqueratinas. La expresion
nuclear SMARCB1 y SMARCA4 se conserva en todas las variantes del meduloblastoma;
La pérdida de expresion de una de estas proteinas complejas SWI / SNF en el contexto
de un tumor embrionario es caracteristica del tumor teratoide / rabdoide atipico.

Predisposiciéon genética

Los meduloblastomas se presentan en el contexto de varios sindromes de cancer
hereditario: sindrome de carcinoma basocelular naevoide (también llamado sindrome de
Gorlin, véase pagina 319), sindrome de Li-Fraumeni; Ver pag. 310), el sindrome de
cancer de reparacion de desajuste (sindrome de Turcot, pag. 317), sindrome de
Rubinstein-Taybi y sindrome de ruptura de Nijmegen.

La susceptibilidad genética al meduloblastoma ha sido documentada en gemelos
monocigoéticos, hermanos y familiares. También se ha informado de la asociaciéon con
otros tumores cerebrales y tumor de Wilms.

Meduloblastomas, definidos genéticamente
Meduloblastoma, activado por WNT
Definicion

Tumor embrionario del cerebelo / cuarto ventriculo compuesto por pequefas
células uniformes con nucleos redondos u ovales que demuestran la activacion de la via
de sefalizacion del WNT.

Casi todos los meduloblastomas activados por WNT son tumores clasicos.
Tumores activados por WNT con una morfologia anaplasica han sido reportados, pero
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son muy raros. La activacion de la via WNT que es caracteristica de este meduloblastoma
puede demostrarse por la acumulacién de inmunorreactividad de beta-catenina en los
ndcleos de las células tumorales, pero una evaluaciéon 6ptima combina este método con la
deteccidon de la mutacibn monosomia 6 o CTNNBL1; Aproximadamente el 85% de los
meduloblastomas activados por WNT definidos por inmunohistoquimica o perfilacion de
expresion génica demuestran monosomia 6 y / o albergan una mutacion CTNNB1. Se
cree que el meduloblastoma activado por WNT se origina en el tronco cerebral dorsal para
llenar al cuarto ventriculo. Los tumores activados por WNT representan aproximadamente
el 10% de todos los meduloblastomas. La mayoria de los casos se presentan en nifios
entre 7 y 14 afos, pero también pueden ocurrir en adultos jovenes. Esta variante tiene un
excelente prondstico con enfoques terapéuticos estandar. Ademas de CTNNBL, los genes
mutados que se recurren en meduloblastomas WNT-activados incluyen TP53, SMARCA4,
y DDX3X.

Cadigo CIE-0 9475/3

Clasificacion

El meduloblastoma activado con WNT corresponde histologicamente al grado IV
de la OMS. Sin embargo, esta variante genéticamente definida tiene un excelente
prondstico con abordajes terapéuticos estandar.

Epidemiologia

Los tumores activados por WNT representan aproximadamente el 10% de todos
los meduloblastomas. Tipicamente ocurren en nifios mayores y también representan una
proporcion significativa (-15%) de meduloblastomas adultos, pero casi nunca ocurren en
nifos.

Localizacion

Algunos informes indican que los meduloblastomas activados con WNT estan
todos localizados en la linea media cerebelosa, con o sin contacto cercano con el tronco
encefalico, y un informe sugiere que estos tumores se localizan mas precisamente en el
pedunculo cerebeloso o angulo cerebelopontino.

Imagen

La RM de los meduloblastomas activados por WNT muestra tumores localizados
en el angulo cerebelar de la linea media / cerebelopontina, muchos de los cuales estan en
estrecho contacto con el tronco encefalico.

Microscopia

Casi todos los meduloblastomas activados por WNT tienen una morfologia clasica;
Se han descrito tumores anaplasicos activados con WNT, pero son muy raros. No se
producen meduloblastomas desmoplasicos / nodulares en este grupo.

Inmunofenotipo

Los meduloblastomas activados con WNT tienen la misma proteina neural
inmunofenotipica como otros meduloblastomas clasicos. Su fraccibn de crecimiento
estimada por el indice de proliferaciéon Ki-67 también es la misma. Casi todos los
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meduloblastomas muestran cierta inmunorreactividad citoplasmica para la beta-catenina,
pero los tumores activados con WNT muestran inmunoreactividad nuclear de beta-
catenina en la mayoria de las células, aunque la tincidbn puede ser irregular en
aproximadamente una cuarta parte de los casos.

Célula de origen

Se cree que los meduloblastomas activados por WNT surgen de células en el
tronco cerebral dorsal que se originan a partir del labio inferior rombético. La huella
dactilar de metilacion del ADN de estos tumores, que podria ser la mejor evidencia para la
célula de origen en tejidos humanos, indica que el meduloblastoma activado por WNT
tiene un perfil distinto del de otros subgrupos de meduloblastoma.

Perfil genético

Un meta-analisis reciente de todos los grandes conjuntos de datos de
secuenciacion de proxima generacion mostr6 que aproximadamente el 90% de los
meduloblastomas activados por WNT contenian mutaciones somaticas en el exén 3 de
CTNNBL1. Otros genes recurrentemente mutados en los meduloblastomas activados con
WNT incluyen DDX3X (en el 50% de los casos), SMARCA4 (en 26,3%), KMT2D (en
12,5%) y TP53 (en 12,5%). Ademas de la mutacion CTNNB1, la monosomia 6 se ha
establecido desde hace mucho tiempo como una aberracién genética caracteristica en los
meduloblastomas activados con WNT, que se producen en aproximadamente el 85% de
los casos.

Predisposicion genética
Existe una rara asociacibn entre la mutacibn germinal de APC vy el
meduloblastoma activado por WNT.

Factores pronésticos y predictivos

El prondstico de los pacientes con meduloblastoma activado por WNT es
excelente; Con los enfoques quirdrgicos actuales y los regimenes de terapia adyuvante, la
supervivencia global es cercana al 100%. A diferencia de los meduloblastomas activados
con SHH, las mutaciones TP53 en los meduloblastomas activados con WNT (todos
somaticos y mas frecuentemente heterocigotos) no confieren un peor pronéstico. Los
biomarcadores predictivos ain no se han establecido dentro del grupo molecular activado
por WNT.

Meduloblastoma, activado por SHH
Meduloblastoma, SHH-activado y TP53-mutante
Definicion
Tumor embrionario del cerebelo con evidencia de activacién de la via SHH y
mutacion germinal o TP53 somatica.

En una gran serie de tumores, los meduloblastomas activados con SHH tienden a

tener perfiles de transcriptoma, metiloma y micro-ARN similares. La activacion de la via
SHH en tumores TP53 mutantes se asocia con la amplificacion de GLI2, MYCN o SHH.
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Las mutaciones en PTCH1, SUFU y SMO estan generalmente ausentes. La morfologia de
células grandes / anaplasicas y la pérdida de cromosomas 17p también son comunes en
tumores activados por SHH y TP53-mutantes. Los patrones de rompimiento de
cromosomas conocidos como cromotripsia a menudo estan presentes.

Los tumores SHH-activados representan aproximadamente el 30% de todos los
meduloblastomas y se originan a partir de los precursores de neuronas de granulos
cerebelosos derivadas de labios rombicos, cuya proliferacion depende de la actividad de
sefializacion SHH. Los meduloblastomas activados por SHH y TP53 son raros y
generalmente se encuentran en nifios de 4 a 17 afos. Los resultados clinicos en
pacientes con tumores SHH-activados y TP53-mutantes son muy pobres.

Codigo CIE-0 9476/3

Meduloblastoma, SHH-activado y TP53-tipo salvaje
Definicion

Tumor embrionario del cerebelo con evidencia molecular de la activaciéon de la via
SHH y un locus TP53 intacto. La activacion de la via SHH en tumores TP53 de tipo
salvaje puede estar asociada con mutaciones germinales o somaticas en los reguladores
negativos PTCH1 o SUFU, asi como activar mutaciones somaticas en SMO o (rara vez)
amplificacibn de GLI2. Los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares y los
meduloblastomas con nodularidad extensa se incluyen siempre en el grupo activado por
SHH, pero los tumores con una firma de via de sefalizacion hedgehog también pueden
tener una morfologia clasica o de células grandes / anaplasicas, particularmente en nifios
mayores.

Los pacientes con meduloblastomas activados SHH y TP53-wildtype son
generalmente nifios menores de 4 afios, adolescentes o adultos jovenes. Ademas de los
cambios genéticos que activan la sefalizacion SHH, a veces se ven mutaciones en
DDX3X o KMT2D y amplificacién de MYCN o MYCL, asi como deleciones de los brazos
cromosomicos 9q, 10q y 14q. Los resultados clinicos en pacientes con tumores activados
SHH son variables.

Cadigo CIE-0 9471/3

Clasificacion

Al igual que todos los meduloblastomas, el meduloblastoma activado por SHH y
TP53 mutado y el meduloblastoma activado por SHH y TP53 de tipo salvaje corresponden
histologicamente al grado 1V de la OMS.

Epidemiologia

Los datos de SEER de 1973-2007 sugieren tasas de incidencia de
meduloblastoma de 6,0 casos por 1 millon de nifios de 1 a 9 afios y 0,6 casos por 1 millén
de adultos mayores de 19 afios. Los meduloblastomas activados con SHH en general
muestran una distribucion bimodal de la edad, siendo mas comun en lactantes y adultos
jovenes, con una relacion hombre mujer de aproximadamente 1,5: 1. Por el contrario, los
tumores SHH-activados y TP53-mutantes se encuentran generalmente en nifios de 4-17
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afos. En un estudio que incluyd 133 meduloblastomas activados con SHH, 28 pacientes
(21%) tuvieron una mutacion TP53, y la edad mediana de estos pacientes fue de
aproximadamente 15 afos.

Localizacién

En un informe se propuso que los meduloblastomas activados con SHH
involucraron principalmente el cerebelo lateral, un hallazgo relacionado con su origen a
partir de los precursores de las neuronas granulares. Un estudio subsiguiente que incluy6
17 meduloblastomas activados por SHH se encontrd que, aunque 9 de esos tumores eran
hemisféricos, los otros 8 estaban centrados en el vermis o implicados de forma
significativa. La localizacion de los tumores activados por SHH puede depender de la
edad. Un tercer estudio encontr6 que, en los nifios mayores y adultos jévenes, los
meduloblastomas activados con SHH crecen predominantemente en los hemisferios
cerebelares rostrales, mientras que en los nifios mas frecuentemente involucran el vermis.
Datos especificos sobre la localizacion de meduloblastomas SHH-activado y TP53-
mutante o TP53 de tipo salvaje aun no estan disponibles.

Imagen

En la TC y RM, los meduloblastomas se presentan como masas solidas
intensamente intensificadoras del contraste. Los meduloblastomas activados con SHH se
identifican con mayor frecuencia en los hemisferios laterales, pero también pueden
implicar estructuras de la linea media. El edema fue relativamente comun en una serie de
imagenes que incluia 12 meduloblastomas desmopldsicos / nodulares y 9
meduloblastomas con nodularidad extensa. Un patrén nodular similar a uvas en la IRM
caracteriza a menudo el meduloblastoma con nodularidad extensa debido a la
arquitectura nodular distintiva y difusa del tumor. Los meduloblastomas que afectan a los
hemisferios cerebelosos periféricos en adultos ocasionalmente presentan lesiones extra-
axiales semejantes a meningiomas o schwannomas de nervios acusticos.

Propagacion

Los meduloblastomas tienen el potencial de invadir localmente, metastatizar a
través del liquido cefalorraquideo, o (mas raramente) propagarse fuera del SNC. En
general, los meduloblastomas activados con SHH son menos frecuentemente
metastasicos que los tumores del grupo 3, pero la diseminacion dentro del eje neuraxial
es a menudo una caracteristica de presentacion del meduloblastoma activado por SHH y
TP53 mutante. Se ha demostrado que los grupos moleculares de meduloblastoma,
incluidos los tumores activados por SHH, se mantienen estables a comparacion de
lesiones primarias y metastasicas. Sin embargo, la mutacion TP53 a veces puede verse
en una recaida local o lejana, incluso cuando no esta presente en el meduloblastoma
primario.

Macroscopia

Algunos meduloblastomas activados por SHH tienden a ser firmes y mas
circunscritos que otros tumores, reflejando desmoplasia intratumoral. Los pequefios focos
de necrosis pueden ser claramente evidentes, pero la necrosis extensa es rara en
tumores activados por SHH.
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Microscopia

Las variantes del meduloblastoma desmoplésico / nodular y nodularidad extensa
siempre se incluyen en el grupo SHH-activado, pero este grupo molecular también puede
tener una morfologia clasica o de células grandes / anaplasico. En un estudio, se observd
anaplasia difusa en el 66% de todos los meduloblastomas activados por SHH y TP53,
pero en menos del 10% de los tumores de tipo salvaje TP53.

Inmunofenotipo

La expresion génica y el perfil de metilacion siguen siendo el patron de oro para
definir los grupos moleculares de meduloblastoma. Sin embargo, los meduloblastomas
activados con SHH expresan una firma de sefializacion hedgehog activada, y se ha
encontrado que varias proteinas son (tiles como marcadores sustitutivos para esta
actividad, incluyendo GAB1, TNFRSF16 y SFRP1. Un estudio defini6 un método
inmunohistoquimico de diagndstico que puede distinguir entre tumores activados con
WNT, activados con SHH y no WNT / no SHH usando material embebido en parafina
fijado con formalina. GAB1 y YAP1 son los marcadores inmunohistoquimicos que indican
la activacion SHH. El anticuerpo anti-GAB1 marc6 s6lo tumores con un perfil activado por
SHH o mutacién PTCH1, mientras que el anticuerpo anti-YAP1 marcé células tumorales
tanto en meduloblastomas activados con WNT como activados SHH, pero no en
meduloblastomas no WNT / no SHH.

Los meduloblastomas no desmoplasticos activados con SHH muestran
generalmente inmunoreactividad generalizada y fuerte para GAB1 y YAP1, mientras que
los tumores desmoplasicos / nodulares muestran una tincion méas fuerte para estas
proteinas dentro de las regiones internodulares.

Al igual que otros meduloblastomas, los meduloblastomas activados con SHH
pueden expresar MAP2 y sinaptofisina. En los meduloblastomas activados con SHH con
caracteristicas de meduloblastoma con nodularidad extensa, el marcaje nuclear fuerte de
NeuN se puede observar en islas grandes con diferenciacién neurocitica avanzada. La
acumulacién patolégica de p53 puede detectarse en una pequefia proporcion de
meduloblastomas activados por SHH, frecuentemente asociados con signos de anaplasia
citoloégica. Esto se correlaciona con la mutacion TP53 somatica, y también se puede
vincular a las mutaciones de la linea germinal TP53 (sindrome de Li-Fraumeni).

Célula de origen

Se cree que los meduloblastomas activados con SHH derivan de los precursores
de las neuronas de granulos cerebelosos positivos a ATOH1. También se ha sugerido que
una proporcion de meduloblastomas activados por SHH podrian surgir de los precursores
de neuronas granulos de los nucleos cocleares, un derivado del labio inferior rombético
auditivo del tronco encefalico. Aproximadamente la mitad de todos los pacientes con
meduloblastoma SHH-activado y TP53-mutante tienen mutaciones TP53 en la linea
germinal. Esto sugiere que esta mutacion puede jugar un papel clave en la transformacion
temprana.

Perfil genético
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Las mutaciones y otras alteraciones genéticas que activan la sefalizacion
hedgehog son los principales impulsores moleculares del meduloblastoma activado por
SHH, con alteraciones que implican genes conocidos en 116 de los 133 tumores
activados por SHH en un estudio reciente. PTCHL, el principal gen subyacente del
sindrome de carcinoma basocelular nevoide, que predispone a los pacientes a desarrollar
carcinoma basocelular y meduloblastoma, se asigné a 9922 por analisis de ligamiento. La
LOH en esta region también se ha demostrado en muchos meduloblastomas
desmoplasicos / nodulares esporadicos. PTC1 es un inhibidor de la sefalizacion
hedgehog y es particularmente importante en el desarrollo del cerebelo. El ligando de via
SHH es secretado por células de Purkinje y es un mitégeno principal para progenitores de
células de granulos cerebelosos en la capa germinal externa. La activaciéon de la via se
produce cuando el ligando de SHH se une a PTCL, liberando PTC1 de la inhibicién de
SMO vy activando los factores de transcripcién de GLI en los cilios primarios. Por lo tanto,
la via SHH puede activarse de forma aberrante por pérdida de la funcién PTC1 o actividad
incrementada de los factores SHH, SMO o GLI.

Los estudios de expresion basados en la matriz temprana identificaron la
sefializacibn SHH activa en un subconjunto de meduloblastomas, que a menudo eran
desmoplasicos / nodulares o meduloblastomas con nodularidad extensa. Los
experimentos de perfil de expresion de ARNm méas amplios confirmaron la existencia de
este grupo, y fue adoptado como uno de los cuatro grupos moleculares principales por un
panel de consenso internacional. El analisis de los perfiles de metilacion en todo el
genoma también ha apoyado la existencia de un grupo SHH-activado distinto, y pueden
realizarse en tejido fijado con formalina. Pueden usarse también grupos mas pequefios de
genes asociados a SHH medidos usando tecnologia de conteo de genes o RT-PCR
cuantitativa para definir este grupo molecular con el propdsito de clasificacion clinica.

Las variaciones estructurales o mutaciones en el ADN son a menudo distintas a
través de los diversos grupos moleculares de meduloblastoma. Las amplificaciones de
alto nivel asociadas con el grupo activado por SHH incluyen loci que contienen MYCL,
GLI2, PPM1D, YAP1 y MDM4. El locus MYCN se amplifica a menudo tanto en los
meduloblastomas activados con SHH como en los meduloblastomas del grupo 4. Muchos
de estos loci alterados tienen vinculos conocidos con la via SHH. La expresién de MYCN
esta regulada directamente por los factores de transcripcion de GLI tanto en los
precursores de células granulares como en los tumores. YAP1 es también un objetivo
conocido y efector importante de la sefializacion hedgehog en progenitores cerebelosos
neoplésicos y no neoplésicos. Las deleciones homocigotas en los loci PTEN y PTCH1
también se han encontrado preferentemente o exclusivamente en tumores activados con
SHH en comparacion con otros grupos moleculares.

Las mutaciones somédticas son relativamente raras en el meduloblastoma en
comparacion con otros tumores, con una mediana de 12 mutaciones no silentes y silentes
reportadas en un estudio de las regiones de codificacion en 92 meduloblastomas
primarios / normal muestra pares. En este y un estudio similar, las mutaciones en PTCH1,
SUFU, y otros genes asociados con la via de sefializacion hedgehog se encontraron
exclusivamente en tumores SHH-activados. Sin embargo, en algunos tumores SHH-
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activados, no se puede determinar una explicacién genética clara para la activacion de la
via SHH.

Las mutaciones puntuales soméaticas mas frecuentes se encuentran en el promotor
TERT, lo que resulta en una mayor actividad de la telomerasa. Un analisis de 466
meduloblastomas revel6 mutaciones de TERT en el 21% en general, con la mayor
frecuencia - el 83% (55 de 66 casos) - identificado entre los casos adultos del grupo SHH-
activado, en el que se relacionaron con buenos resultados. Las mutaciones puntuales en
TP53, particularmente en los meduloblastomas activados SHH en lugar de activados
WNT, se asocian con cromotripsia, en la cual los cromosomas se fragmentan y adquieren
multiples reordenamientos simultaneamente en un solo evento catastrofico. En general, la
frecuencia de cambios genéticos especificos en los meduloblastomas activados con SHH
parece ser algo diferente en lactantes, nifios y adultos.

Predisposicion genética

Mutaciones puntuales hereditarias en TP53 en el sindrome de Li-Fraumeni pueden
resultar en meduloblastoma, y se ha demostrado que estos meduloblastomas pertenecen
al grupo SHH-activado y son propensos a cromotripsia. Los pacientes cuyos tumores SHH
activados portan mutacion TP53 o cromotripsia deben someterse a pruebas de alteracion
en linea germinal, y este grupo de alto riesgo de tumores se considera variable distinta.
Mutaciones en TP53 se encuentran mas comunmente en el ADN vinculante regiones
codificadas por los exones 4 a 8. Aproximadamente la mitad de Todos los
meduloblastomas activados por SHH y TP53 mutante han demostrado tener lineas
germinales en lugar de alteraciones somaticas. Aunque algunos meduloblastomas
activados por WNT tienen mutaciones en TP53, estos cambios han sido hasta ahora
somaticos.

Otro sindrome hereditario asociado con el meduloblastoma activado por SHH es el
sindrome de carcinoma basocelular naevoide (también llamado sindrome de Gorlin). Se
caracteriza por multiples carcinomas basocelulares de la piel, queratoquistes de
mandibula odontogénicos, meduloblastoma y anomalias del desarrollo. La mayoria de los
casos de sindrome de carcinoma basocelular naevoide se deben a mutaciones
germinales heterocigotas en PTCH1, con mutaciones identificadas en 97 de 171
pacientes (56%) en un estudio. Sin embargo, se cree que las mutaciones en PTCH1 y
TP53 son mutuamente excluyentes. Las distribuciones de edad de estos grupos también
difieren; Meduloblastomas con mutaciones germinales PTCH1 o SUFU estan presentes
en lactantes y nifios menores de 4 afios, mientras que aquellos con una mutacion
germinal TP53 ocurren en nifios mayores.

Prondstico y factores predictivos

Los meduloblastomas activados por SHH y los TP53 mutantes estan asociados
con un resultado muy pobre. En un estudio, la supervivencia global a 5 afios de los
pacientes con un meduloblastoma activado con SHH fue del 76% para aquellos con un
tumor TP53 de tipo salvaje y 41% para aquellos con un tumor TP53 mutante. Factores
clinicos de alto riesgo, como enfermedad metastasica, también estan asociados con la
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mutacion TP53 dentro del grupo SHH-activado. Cada vez es mas claro que algunos
marcadores genéticos de prondstico deben interpretarse dentro del contexto del grupo
molecular. Por ejemplo, aunque se encontraron mutaciones de TP53 en el 16% de los
tumores activados con WNT y en el 21% de los tumores activados SHH, se asociaron
significativamente con un mal prondstico sélo en tumores activados con SHH.

El resultado del paciente con meduloblastoma activado por SHH y TP53-tipo
salvaje es variado y muestra una asociacion significativa con caracteristicas patolégicas.
Los meduloblastomas con nodularidad extensa en los bebés se observan para un buen
prondostico, y la mayoria de los tumores desmoplésicos / nodulares en este grupo de edad
joven también tienen un resultado relativamente bueno. La situacion de los
meduloblastomas activados con SHH y de tipo TP53 con una morfologia clasica o de
células grandes / anaplasicas es menos clara, aunque estos parecen tener un resultado
peor que los dos tipos de meduloblastoma desmoplasico, al menos en la infancia Los
factores moleculares que predicen la respuesta a las terapias dirigidas a SHH estan
empezando a surgir. Los inhibidores de moléculas pequefias que actian sobre el receptor
SMO han demostrado ser eficaces en algunos meduloblastomas con activacion
hedgehog, pero no en otros grupos moleculares. Sin embargo, el meduloblastoma
activado por SHH también puede ser resistente a los inhibidores de SMO, debido a la
activacion de la via corriente abajo del bloqueo farmacolégico. Dicha activaciébn aguas
abajo puede estar presente en el momento del diagndstico o puede desarrollarse como un
mecanismo de resistencia terapéutica. Se ha sugerido que el mecanismo genético de la
activacion de la via esta vinculado a la probabilidad de respuesta a la inhibicion de SMO.
Los adultos con meduloblastoma activado por SHH son mas propensos a albergar
alteraciones activadoras en PTCH1 o SMO dando como resultado tumores sensibles a
inhibidores de SMO, mientras que los meduloblastomas activados por SHH de lactantes y
nifios (incluyendo tumores SHH activados y TP53 mutantes) SUFU, GLI2 y MYCN que
son refractarios a estos agentes farmacoldgicos. Se ha sugerido que los agentes
alquilantes que dafian el ADN vy la radiacidon deben ser evitados siempre que sea posible
cuando se trata a pacientes con una mutacion de la linea germinal TP53.

Meduloblastoma, no-WNT / no SHH
Definicion

Tumor embrionario del cerebelo formado por células poco diferenciadas y excluido
de los grupos activado por WNT y activado por SHH mediante pruebas moleculares. Los
meduloblastomas no-WNT / no SHH son meduloblastomas del grupo 3 o del grupo 4.
Estos son tumores clasicos o de células grandes / anaplasicos que se agrupan en dos
grupos en términos de perfiles de transcriptoma, metiloma y microARN analizados en
grandes series de meduloblastomas. Distintos perfiles de metiloma probablemente
reflejan una histogénesis diferente de los cuatro grupos de meduloblastoma, aunque los
tumores de los grupos 3 y 4 son mas similares entre si que con los meduloblastomas
activados por SHT o activados con SHH (ver Tabla 8.01, p.184).

El perfil de transcriptoma del grupo 3 se caracteriza por una expresion
relativamente alta de MYC, y la amplificacion de MYC esté sobrerrepresentada en este
grupo molecular. Los tumores de Grupo 4 se caracterizan por alteraciones recurrentes en
KDM6A y SNCAIP, asi como en otros genes. Los tumores no-WNT / no SHH representan

19



aproximadamente el 60% de todos los meduloblastomas y normalmente tienen
caracteristicas histopatologicas clasicas. La mayoria de los tumores no-WNT / no SHH
presentes en la infancia; Son relativamente infrecuentes en lactantes y adultos.

Codigo CIE-0 9477/3

Epidemiologia

Los meduloblastomas del grupo 3 representan aproximadamente el 20% de todos
los casos, y una mayor proporcién de casos (-45%) en los lactantes. EI meduloblastoma
del grupo 3 es extremadamente raro en adultos. Los meduloblastomas de Grupo 4 son el
mayor grupo molecular, y representan alrededor del 40% de todos los tumores. La
incidencia maxima se produce en pacientes de 5 a 15 afios, con menor incidencia en
lactantes y adultos.

Propagacion

La enfermedad metastasica esta presente en alrededor del 40% de los tumores del grupo
3 en el momento del diagndéstico, una presentacion que es una caracteristica particular de
los meduloblastomas del grupo 3 en la infancia.

Microscopia

La mayoria de los meduloblastomas no-WNT / no SHH tienen una morfologia
clasica. Estos tumores ocasionalmente exhiben areas de formacion de rosetas o un
patron de empalizada de ndcleos de células tumorales. La formacion de nédulos puede
ocurrir en ausencia de desmoplasia en meduloblastomas no-WNT / no SHH. Una
preparacion de reticulina no muestra hilos de colageno alrededor o entre los nddulos, que
de otro modo muestran una diferenciaciébn neurocitica y una fraccién de crecimiento
reducida, de manera similar a los ndodulos asociados con desmoplasia del
meduloblastoma desmoplasico / nodular o meduloblastoma con nodularidad extensa. Los
tumores de células grandes / anaplasicos en el grupo molecular no WNT / no SHH
generalmente pertenecen al grupo 3.

Inmunofenotipo

El perfil inmunohistoquimico del marcador neural del meduloblastoma no WNT / no
SHH es el mismo que el de los tumores clasicos o de células grandes / anaplasicos en los
grupos activados con WNT o SHH. Los tumores expresan sinaptofisina en una extension
variable, y las células tumorales rara vez son inmunopositivas para GFAP. Con un panel
de tres anticuerpos (a beta-catenina, GAB1 y YAP1), los tumores no WNT / no SHH
muestran inmunoreactividad citoplasmatica (pero no nuclear) de beta-catenina, y las
células tumorales son inmunonegativas para GABl y YAP1.

Perfil genético

La sobreexpresion de MYC es una caracteristica cardinal de los meduloblastomas
del grupo 3, y la amplificacion de MYC (a menudo acompafiada de fusion MYC-PVT1) es
relativamente comun entre los meduloblastomas del grupo 3. Sin embargo, la
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amplificacion de MYC se encuentra principalmente en la enfermedad infantil, y ocurre en
<25% del total del grupo 3 en general. Otros genes recurrentemente mutados o
focalmente amplificados incluyen SMARCA4 (alterado en 10,5% de los casos), OTX2 (en
7,7%), CTDNEP1 (en 4,6%), LRP1B (en 4,6%) y KMT2D (en 4%). Dos oncogenes
recurrentes en el grupo 3 de los meduloblastomas son los homélogos GFI1 y GFI1B, que
se activan a través de un mecanismo llamado potenciador de secuestro. De lejos, las
aberraciones citogenéticas mas comunes en el meduloblastoma (que ocurren en el 80%
de los tumores del grupo 4) implican alteraciones del nUmero de copias en la delecion del
cromosoma 17: 17p, ganancia de 17qg, o una combinacion de éstas en forma de iso
dicentrica 179g. Los genes més frecuentemente mutados o focalmente amplificados en los
tumores del grupo 4 son KDM6A (alterado en 13% de los casos), el locus alrededor de
SNCAIP (en 10,4%), MYCN (en 6,3%), KMT2C (en 5,3%) y CDK6 4,7%) y ZMYM3 (en
3,7%). Los oncogenes de GFI activados también se han observado en un subconjunto de
tumores del grupo 3/4 que no se agrupan confiablemente en uno u otro grupo.

Prondéstico y factores predictivos

La amplificacién de MYC se ha establecido desde hace mucho tiempo como una
alteracion genética asociada con mal resultado en pacientes con meduloblastoma. Esta
observacion se refleja en el resultado relativamente pobre de los meduloblastomas del
grupo 3, pero la amplificacion de MYC tiene significacion pronostica incluso entre los
tumores del grupo 3. Enfermedad metastasica en el momento de presentacion, que se
asocia con mal resultado, parece ser el marcador prondstico mas fuerte entre los tumores
del grupo 4.

Meduloblastomas, definidos histol6égicamente
Meduloblastoma, clasico
Definicion

Un tumor neuroepitelial embrionario que se origina en el cerebelo o el tronco
cerebral dorsal, que consiste en células pequefias redondas indiferenciadas densamente
empagquetadas con pleomorfismo nuclear leve moderado y un alto recuento mitético.

Los meduloblastomas clasicos carecen de desmoplasia intratumoral significativa,
el marcado pleomorfismo nuclear de la variante anaplasica y las caracteristicas citologicas
de la variante de células grandes. Los meduloblastomas clasicos representan el 72% de
todos los meduloblastomas. Se presentan en toda la gama de edad del paciente de
meduloblastoma, desde la infancia hasta la edad adulta, pero predominantemente en la
infancia, y se encuentran en los cuatro grupos moleculares de meduloblastoma.

Cadigo CIE-0 9470/3
Epidemiologia
El meduloblastoma clasico es més frecuente que sus variantes en la infancia, pero

es menos comun que el meduloblastoma desmoplésico / nodular en lactantes y adultos.

Microscopia

21



Los meduloblastomas clasicos son el tumor arquetipico de células pequefias
redondas azules del SNC. Consisten en una disposicion sincitial de células embrionarias
indiferenciadas densamente empaquetadas. Figuras mitéticas y cuerpos apoptéticos se
encuentran entre las células tumorales. La desmoplasia intratumoral es deficiente, pero la
desmoplasia pericelular es inducida donde las células tumorales invaden las
leptomeninges. Las rosetas de Homer Wright se encuentran en algunos meduloblastomas
clasicos (y de células grandes / anaplasicos). Ocasionalmente, los nodulos de
diferenciacion neurocitica y la proliferacion celular reducida son evidentes en algunas
areas de tumores clasicos, pero nunca se asocian con desmoplasia internodular o
colageno perinodular cuando se examinan en una preparacion de reticulina. Ademas,
estos meduloblastomas nodulares no desmoplasicos son tumores no WNT / no SHH, a
diferencia de tumores nodulares / desmoplasicos, que pertenecen al grupo activado por
SHH.

Inmunofenotipo

Los meduloblastomas clasicos expresan diversos marcadores neurales no
especificos, tales como NCAM1, MAP2 y enolasa neuronal especifica. La mayoria de los
casos son inmunopositivos para la sinaptofisina y NeuN, pero estos marcadores
neuronales también pueden estar ausentes. La inmunoreactividad de los PFN es muy
rara. Se pueden observar células que muestran expresion de GFAP y una morfologia
embrionaria en hasta un 10% de los meduloblastomas. Cuando estan presentes, estas
células son infrecuentes y tienden a estar dispersas a través del tumor, lo cual es
diferente del patron de inmunoreactividad GFAP en tumores astrociticos de células
pequefias.

La expresion nuclear de SMARCB1 y SMARCA4 se mantiene en todos los tipos de
meduloblastoma; La pérdida de expresién de una de estas proteinas complejas SWI /
SNF es el diagndstico de tumor rabdoide / teratoide atipico.

Meduloblastoma desmoplésico / nodular
Definicion

Un tumor neural embrionario que se origina en el cerebelo y se caracteriza por
zonas nodulares, libres de reticulina y células intermedias densamente comprimidas y
poco diferenciadas que producen una red intercelular de fibras de colageno positivas a la
reticulina. EI meduloblastoma desmoplésico / nodular se caracteriza por caracteristicas
clinicas, genéticas y biologicas especificas. Ocurre en los hemisferios cerebelosos y en la
linea media y tiene una distribucién de edad bimodal en los pacientes, con una incidencia
relativamente alta en nifios pequefios y adolescentes, asi como en adultos. En la infancia
temprana, se asocia con el sindrome de carcinoma basocelular nevoide (también llamado
sindrome de Gorlin).

El meduloblastoma desmoplasico / nodular muestra la activacion patolégica de la
via SHH, que es causada por mutaciones en los genes que codifican componentes de la
via, tales como PTCH1, SMO y SUFU. Las caracteristicas genéticas e histologicas del
meduloblastoma clasico, como el isocromosoma 17q y las rosetas neuroblasticas, estan
ausentes. El meduloblastoma desmoplasico / nodular se superpone histologicamente con
el MBEN, que contiene grandes regiones irregulares libres de reticulina de diferenciacion

22



neurocitica entre las estrechas cadenas desmoplasicas de células embrionarias
proliferantes. El meduloblastoma desmoplésico / nodular se asocia con un resultado mas
favorable en nifios pequefios que las variantes no desmoplasicas de meduloblastoma.

Codigo CIE-0 9471/3

Calificacion
Al igual que todos los meduloblastomas, el meduloblastoma desmoplésico /
nodular corresponde histolégicamente al grado 1V de la OMS.

Epidemiologia

Se calcula que los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares representan el
20% de todos los meduloblastomas. En nifios menores de 3 afos, el meduloblastoma
desmoplasico / nodular representa el 47-57% de todos los casos. En una cohorte
retrospectiva de pacientes adultos, el meduloblastoma desmoplasico / nodular constituy6
el 21% de todos los meduloblastomas.

Localizacion

A diferencia de la mayoria de los meduloblastomas clasicos (no WNT), que estan
restringidos a la linea media, el meduloblastoma desmoplasico / nodular puede aparecer
en los hemisferios cerebelosos y en el vermis. La mayoria de los meduloblastomas que
ocurren en los hemisferios cerebelosos son de tipo desmoplasico / nodular.

Imagenes

En la RM, los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares se presentan como
masas solidas, frecuentemente que mejoran el contraste. Los tumores que afectan los
hemisferios cerebelares periféricos en adultos ocasionalmente se presentan como
lesiones extra-axiales.

Progresion

Los tumores pueden recidivar localmente, hacer metastasis a través de las vias del
liquido cefalorraquideo y, en raras ocasiones, propagarse a sitios extra-CNS como el
sistema esquelético. Al diagnéstico, la enfermedad metastasica se encuentra menos
frecuentemente con meduloblastomas desmoplasicos / nodulares que con otras variantes.

Microscopia

El meduloblastoma desmoplésico / nodular se caracteriza por zonas nodulares,
libres de reticulina (llamadas islas pélidas) rodeadas por células densamente
empagquetadas, indiferenciadas y altamente proliferativas, con nicleos hipercroméaticos y
moderadamente pleomorficos, que producen una densa red intercelular de fibras de
reticulina. En casos raros, este patrén definitorio no esta presente a lo largo de todo el
tumor y en su lugar hay una disposicion mas sincitial de células embrionarias no
desmoplasicas presentes en pocas areas. Los nddulos contienen células tumorales con
caracteristicas de maduracién neurocitica variable incrustadas en una matriz fibrilar
similar al neuropilo. El nivel de actividad mitética en los nédulos es menor que en las
areas internodulares. Las rosetas neuroblasticas no se encuentran en el meduloblastoma
desmoplasico / nodular. Los tumores con nodulos pequefios se pueden pasar facilmente
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por alto si no se realiza tincion de reticulina. Los meduloblastomas que muestran sélo una
mayor cantidad de fibras de reticulina (sin patrén nodular) o que muestran un patron
nodular focal sin desmoplasia no se clasifican como meduloblastoma desmoplasico /
nodular; Las dos caracteristicas deben ocurrir juntas para un diagnéstico de
meduloblastoma desmoplasico / nodular.

Inmunofenotipo

Los nodulos en el meduloblastoma desmoplasico / nodular muestran una
expresion variable de marcadores neuronales, incluyendo sinaptofisina y NeuN. Los
nédulos con expresidon de NeuN muy fuerte, que es un indicador de diferenciacion
neurocitica avanzada, son tipicos del meduloblastoma con nodularidad extensa, pero
también pueden ocurrir en la variante desmoplasica / nodular. El indice de proliferacién Ki-
67 es mucho mayor en las areas internodulares que en los nédulos. La activacién de la
via SHH puede inferirse mediante inmunohistoquimica para dianas especificas, tales
como GAB1 y TNFRSF16. Estos marcadores se expresan predominantemente en areas
internodulares. GFAP expresion se puede encontrar especificamente en las células
tumorales en un subconjunto de casos. La acumulacién nuclear generalizada y fuerte de
p53, que sugiere una mutacion TP53, puede detectarse en raros meduloblastomas
desmoplasicos / nodulares, frecuentemente en asociacion con signos de anaplasia
citoldgica. Este hallazgo puede acompanar a la alteraciébn somatica o de la linea germinal
TP53 (sindrome de Li-Fraumeni).

Célula de origen

Los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares se derivan de células
progenitoras de células granulares que forman la capa celular de granulos externos
durante el desarrollo cerebeloso. Estos progenitores son dependientes de SHH (producido
por células de Purkinje) como un mitégeno.

Perfil genético

El meduloblastoma desmoplasico / nodular muestra la activacién patologica de la
via SHH, que a menudo es causada por mutaciones en genes que codifican a los
miembros de la via, incluyendo PTCH1, SMO y SUFU. En un andlisis reciente utilizando
secuenciacion de proxima generacion, el 85% de los meduloblastomas desmoplasicos /
nodulares presentaron alteraciones genéticas en PTCH1, SUFU, SMO, SHH, GL / 2 o
MYCN. Este estudio mostré un predominio de SUFU y PTCH1 mutaciones en nifios
pequefios, mientras que PTCH1 y SMO mutaciones fueron méas comunes en los adultos.
Se han descrito también mutaciones raras en otros genes (por ejemplo, LDB1). Se han
identificado mutaciones DDX3X recurrentes, asi como las mutaciones del promotor TERT.
Las pérdidas alélicas de las regiones en los cromosomas 9q y 10q se encuentran en
algunos meduloblastomas desmoplésicos / nodulares, mientras que el isocromosoma 17q,
que es un marcador de meduloblastoma clasico (no WNT) y meduloblastomas de células
grandes / anaplasicos, esta ausente en el meduloblastoma desmoplasico / nodular.

Predisposicién genética

El sindrome de carcinoma basocelular nevoide (también llamado sindrome de
Gorlin) es causado principalmente por mutaciones germinales heterocigotas en PTCH1 y
rara vez por mutaciones en linea germinal en SUFU o PTCH2. Los meduloblastomas que
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ocurren en el contexto del sindrome de carcinoma basocelular nevoide son principalmente
variantes desmoplasicas (es decir, meduloblastoma desmoplasico / nodular o
meduloblastoma con nodularidad extensa). Se ha demostrado que el riesgo de
meduloblastoma en sindrome de carcinoma basocelular nevoide relacionado con PTCHi
es aproximadamente del 2% y que el riesgo es 20 veces el valor en sindrome de
carcinoma basocelular nevoide relacionado con SL / FL. En niflos con sindrome de
carcinoma basocelular nevoide relacionado con SUFD, se recomienda altamente la
supervision de resonancia magnética cerebral. Las mutaciones en la linea germinal de
SUFU también se han descrito en pacientes con meduloblastomas desmoplasicos que no
cumplen los criterios diagnésticos para el sindrome de carcinoma basocelular a nevoide.
Las familias de lactantes con meduloblastomas desmoplasicos deben recibir
asesoramiento genético debido a la alta frecuencia de alteraciones en la linea germinal y
el sindrome de carcinoma basocelular nevoide.

Prondéstico y factores predictivos

En la mayoria de los casos, el meduloblastoma desmoplésico / nodular en la
primera infancia tiene un resultado excelente con cirugia y quimioterapia sola. En un
metaanalisis de los factores prondsticos en el meduloblastoma infantil, la supervivencia
libre de progresion o la supervivencia general a los 8 afios fue significativamente mejor
para las variantes desmoplasicas que para otros meduloblastomas. No se encontrd
diferencia de supervivencia entre el meduloblastoma desmoplasico / nodular y
meduloblastoma clasico en un estudio europeo multicéntrico en el que participaron nifios
mayores con meduloblastoma de riesgo estandar.

Meduloblastoma con nodularidad extensa
Definicion

Un tumor embrionario del cerebelo caracterizado por muchos nddulos grandes
libres de reticulina de células neurociticas con un matriz tipo neuropilo y por estrechas
lineas internodulares de células tumorales mal diferenciadas en una matriz desmoplasica.

En el meduloblastoma con nodularidad extensa (MBEN), el componente
internodular rico en reticulina con células embrionarias es un elemento menor. Esta
variante ocurre predominantemente en lactantes y se asocia con un resultado favorable
con regimenes de tratamiento actuales.

MBEN est4 estrechamente relacionado con el meduloblastoma desmoplasico /
nodular, con el que se superpone histopatolégicamente y genéticamente; Ambas
variantes son tumores SHH-activados. MBEN se asocia con el sindrome de carcinoma
basocelular nevoide (también llamado sindrome de Gorlin).

Cadigo CIE-O 9471/3
Calificacién

Al igual que todos los meduloblastomas, MBEN corresponde histologicamente al

grado IV de la OMS.

Epidemiologia
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En grandes series, los meduloblastomas con nodularidad extensa representan el
3.2- 4.2% de todas las variantes del meduloblastoma en general, pero en los nifios
menores de 3 afos (en los que los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares
representan el 50% de los casos), el meduloblastoma con nodularidad extensa En el 20%
de todos los casos.

Localizacién

Mas del 80% de los meduloblastomas con nodularidad extensa se localizan en el
vermis. Esta localizacion contrasta con la del meduloblastoma desmoplésico / nodular,
que mas frecuentemente envuelve los hemisferios cerebelosos.

Imégenes

En la resonancia magnética, el meduloblastoma con nodularidad extensa se
presenta como una lesién multinodular muy grande con estructuras en forma de uva que
realzan el vermis y algunas veces los hemisferios cerebelosos. Los casos raros tienen
una peculiar presentacion giriforme, en la que los folios cerebelosos estan bien delineados
y ampliados, con realce de contraste. Se puede observar hernia descendente de las
amigdalas cerebelosas y borrado de los espacios cisternales de la fosa posterior.

Progresion

El meduloblastoma con nodularidad extensa puede recaer localmente o
(raramente) puede metastatizar via liquido cefalorraquideo. Sin embargo, estos casos
parecen responder bien al tratamiento posterior y tienen un pronéstico favorable.

Microscopia

El meduloblastoma con nodularidad extensa difiere de la variante desmoplasica /
nodular relacionada en que tiene una arquitectura lobular expandida debido al hecho de
que las zonas libres de reticulina se vuelven inusualmente alargadas y ricas en tejido tipo
neuropilo. Estas zonas contienen una poblacién de células pequefias con ndcleos
redondos, que muestran una diferenciacién neurocitica y muestran un patron de flujo. La
actividad mitética es baja 0 ausente en estas areas neurociticas. El componente
internodular esta notablemente reducido en algunas areas. Después de la radioterapia 'y /
0 quimioterapia, los meduloblastomas con nodularidad extensa ocasionalmente sufren
maduracioén adicional a tumores dominados por células ganglionares.

Inmunofenotipo

Al igual que en los meduloblastomas desmoplasicos / nodulares, el tejido tipo
neuropilo y las células neurociticas diferenciadas dentro de los n6dulos son fuertemente
inmunorreactivos para la sinaptofisina y NeuN y el indice de proliferaciéon Ki-67 es mucho
mayor en las &reas internodulares. La activacién de la via SHH puede demostrarse
mediante inmunohistoquimica para dianas especificas tales como GAB1 o TNFRSF16.

Célula de origen

El meduloblastoma con nodularidad extensa, como la mayoria de los
meduloblastomas activados por SHH, parece derivar de precursores de neuronas de
granulos cerebelosos positivos a ATOHL1.
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Perfil genético

El meduloblastoma con nodularidad extensa lleva mutaciones en los genes que
codifican a los miembros de la via SHH. La mayoria de los casos albergan una mutacion
SUFU. Sin embargo, un estudio reciente de 4 meduloblastomas con nodularidad extensa
encontré una mutacion PTCH1 en 2 de los tumores y una mutacion SUFU y SMO en uno
de los otros 2 tumores.

Predisposicion genética

En la mayoria de los casos, el sindrome de carcinoma basocelular nevoide es
causado por mutaciones en la linea germinal de PTCH1. En algunos casos, las
mutaciones en la linea germinal ocurren en SUFU o PTCH2. El sindrome de carcinoma
basocelular nevoide se diagnostica en el 5,8% de todos los pacientes con
meduloblastoma, pero en el 22,7% de los pacientes con una variante desmoplasica /
nodular y el 41% de los pacientes con meduloblastoma con nodularidad extensa. El riesgo
de meduloblastoma en PTCHL1 relacionados con el sindrome de carcinoma basocelular
nevoide es de aproximadamente el 2%, y el riesgo es 20 veces el valor en SUFU
relacionados con el sindrome de carcinoma basocelular nevoide. En nifios con sindrome
de carcinoma basocelular nevoide relacionado con SL / FO, se recomienda la vigilancia
de neuroimagen. Las familias con nifios que se presentan con MBEN deben recibir
asesoramiento genético debido a la alta frecuencia del sindrome de carcinoma
basocelular naevoide.

Prondéstico y factores predictivos

El meduloblastoma con nodularidad extensa tiene un resultado excelente en la
mayoria de los casos. En un metaanalisis internacional de factores de supervivencia y
prondstico en el meduloblastoma infantil, las tasas de supervivencia libre de progresion y
supervivencia global de 21 casos de meduloblastoma con nodularidad extensa a los 8
afios fueron de 86% y 95%, respectivamente. La enfermedad metastasica en la
presentacion no afectd el pronéstico favorable, lo que sugiere que el diagnostico de
meduloblastoma con nodularidad extensa confiere un mejor resultado
independientemente de las caracteristicas clinicas adversas.

Meduloblastoma de células grandes / anaplasico
Definicion

Tumor neural embrionario del cerebelo o del tronco cerebral dorsal caracterizado
por células indiferenciadas con pleomorfismo nuclear marcado, nucléolos prominentes,
envolvimiento celular y altos recuentos mitéticos y apoptoticos.

El meduloblastoma de células grandes / anaplasico (LC / A) muestra anaplasia
grave o un fenotipo de célula grande en la mayoria del tumor. La «anaplasia grave»
combina un marcado pleomorfismo nuclear con abundante actividad mitética y apoptosis.
El fenotipo de células grandes manifiesta nucleos redondos uniformes con nucléolos
prominentes. La desmoplasia intratumoral no es una caracteristica de esta variante, pero
la desmoplasia puede ser evidente cuando las células tumorales invaden las
leptomeninges. Por definicion, la morfologia clésica, con solo leve a moderado
pleomorfismo nuclear, no puede estar presente en la mayoria del tumor.
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Los meduloblastomas anaplasicos y de células grandes se describieron
inicialmente como variantes separadas, pero el tumor de células grandes puras es
extremadamente raro; La mayoria de los meduloblastomas de células grandes también
contienen regiones de anaplasia. Ambas variantes morfolégicas estan asociadas con un
mal resultado con terapias estandar, asi como con la amplificacion de MYC o MYCN,
aungue estas asociaciones no son fuertes y dependen del grupo molecular del tumor.
Para fines clinicos, las dos variantes se consideran equivalentes, por lo que ahora se
combinan como la variante de células grandes / anaplasicas (LC / A). Esta variante
representa aproximadamente el 10% de todos los meduloblastomas y se produce a lo
largo de la franja de edad del paciente del meduloblastoma.

Codigo CIE-0 9474/3

Calificacion
Al igual que todos los meduloblastomas, el meduloblastoma LC / A corresponde
histolégicamente al grado IV de la OMS.

Epidemiologia

Los meduloblastomas de células grandes / anaplasicos se encuentran en todos los
grupos moleculares de la enfermedad, representando alrededor del 10% de todos los
tumores. Pueden ocurrir en pacientes de cualquier edad. Considerados por separado, los
meduloblastomas anaplasicos son aproximadamente 10 veces mas frecuentes que los
meduloblastomas de células grandes. Son més frecuentes entre el grupo 3 y los
meduloblastomas activados por SHH; Los tumores LC / A casi nunca ocurren en el grupo
activado por WNT.

Microscopia

Anaplasia como una caracteristica de un tumor embrionario se propuso por
primera vez para los meduloblastomas con marcado pleomorfismo nuclear acompafiado
de conteos mitéticos y apoptéticos particularmente altos. Moldeo nuclear y envoltura
celular son caracteristicas adicionales. EI meduloblastoma de células grandes carece de
la variabilidad en el tamafio y forma de las células que caracteriza a la variante
anaplasica; Sus células son grandes y monomorficas con nucléolos prominentes, pero
muestra la alta tasa de rotacion celular observada en los tumores anaplasicos. Casi todos
los meduloblastomas de células grandes contienen regiones con un fenotipo anaplasico;
La forma pura es rara.

Perfil genético

Los meduloblastomas de células grandes / anaplasicos se encuentran
principalmente entre el grupo 3 o los meduloblastomas activados por SHH. Entre los
meduloblastomas del grupo 3, que sobreexpresan MYC, la morfologia de células grandes
/ anaplasicas (en particular el fenotipo de células grandes) se asocia con la amplificacion
de MYC. Los tumores LC / A activados por SHH estan particularmente asociados con la
amplificacion GLI2 y MYCN, las mutaciones TP53 (que suelen ser lineas germinales) y los
patrones especificos de ruptura cromosémica llamados cromotripsis.
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Prondéstico y factores predictivos

En el momento en que se describieron los tumores, se sospechd fuertemente que
los meduloblastomas de células grandes y anaplasicos se comportan de manera mas
agresiva que los tumores clasicos, presentandose a menudo con enfermedad
metastasica. En estudios retrospectivos de pacientes en cohortes de ensayo, se ha
demostrado que la morfologia de células grandes / anaplasicas es un indicador prondstico
independiente del resultado; En los ensayos actuales, los tumores LC / A se consideran
como tumores de alto riesgo que justifican una terapia adyuvante intensificada. La tasa de
supervivencia libre de progresion a los 5 afios para los meduloblastomas LC / A es del 30-
40%, aunque los tumores LC / A activados con SHH con una mutacién TP53 y los
tumores del grupo 3 con amplificacion MYC pueden comportarse de manera ain mas
agresiva.

Clasificacion de la OMS de Tumores del Sistema Nervioso Central 2016.
Tumores Embrionales®.

Embryonal tumours
Medulloblastomas, genetically defined

Medulloblastoma, WNT-activated 9475/3"
Medulloblastema, SHH-activated and

TP53-mutant 9476/3*
Medulloblastoma, SHH-activated and

TP53-wildtype 9471/3
Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH 9477/3*

Medulloblastoma, group 3
Medulloblastoma, group 4
Medulloblastomas, histologically defined

Medulloblastoma, classic 9470/3

Medulloblastoma, desmoplastic/nodular 9471/3

Medulloblastoma with extensive nodularity 9471/3

Medulloblastoma, large cell / anaplastic 9474/3
Medulloblastoma, NOS 9470/3
Embryonal tumour with multilayered rosettes,

C19MC-altered 9478/3*
Embryonal tumour with multilayered

rosettes, NOS 9478/3
Medulloepithelioma 9501/3
CNS neuroblastoma 9500/3
CNS ganglioneuroblastoma 9490/3
CNS embryonal tumour, NOS 9473/3
Atypical teratoid/rhabdoid tumour 9508/3

CNS embryonal tumour with rhabdoid features 9508/3

29



Resumen de los diagndsticos integrados mas comunes, con correlacion clinica.
OMS CNS 2016 *°.

Genetic profile

Medulloblastoma, WNT-activated

Histology
Classic

Large cell / anaplastic
(very rare)

Prognosis

Low-risk tumour; classic morphology found
in almost all WNT-activated tumours

Tumour of uncertain clinicopathological
significance

Classic Uncommon high-risk tumour

High-risk tumour; prevalent in children

Medulloblastoma, SHH-activated,
aged 7-17 years

Large cell / anaplastic

TP53-mutant
Desmoplastic / nodular Tumour of uncertain clinicopathological
(very rare) significance
Classic Standard-risk tumour

Tumour of uncertain clinicopathological

Large cell / anaplastic significance

Medulloblastoma, SHH-activated,

TP53-wildtype Low-risk tumour in infants; prevalent in

Desmoplastic / nodular fapteandod e

Extensive nodularity Low-risk tumour of infancy

Classic Standard-risk tumour

Medulloblastoma,

non-WNT/non-SHH, group 3

Large cell / anaplastic High-risk tumour

Standard-risk tumour; classic morphology

S found in almost all group 4 tumours

Medulloblastoma,

non-WNT/non-SHH, group 4 Tumour of uncertain clinicopathological

Large cell / anaplastic (rare) significance

Sindromes de predisposicién familiar

La idea inicial de las vias de conduccién al meduloblastoma se infiri6 que fuera de
predisposiciones familiares asociadas con meduloblastoma. Los mas comunes son el
sindrome de Li-Fraumeni con mutaciones en linea germinal de TP53 **. Estas mutaciones
pueden conducir a una variedad de otros tipos de cancer, pero en meduloblastoma, las
mutaciones de TP53 tanto sométicas como de linea germinal estdn presentes con
frecuencia en los pacientes subgrupo SHH en la infancia y es conocido que facilitan
reordenamientos catastroficos a gran escala a través de cromotripsis ****. Las mutaciones
somaticas en TP53 pueden ocurrir también en el subgrupo WNT. Menos frecuente es el
sindrome de Gorlin, que es una enfermedad autosémica dominante que se caracteriza por
mutaciones del receptor transmembrana Patched 1 (PTCH1). La mayoria de estos
pacientes adquieren carcinoma de células basales, mientras que alrededor del 5-20%
tendran meduloblastoma ™ '®. Resultados de la delecién del locus PTCH1 con mayor
actividad de Smoothened (SMO) y regulacion positiva de la via de sefializacién Sonic
Hedgehog (Shh), un marcador del subgrupo SHH. Las predisposiciones menos comunes
son las siguientes: (I) Sindrome de Turcot, Poliposis Adenomatosa Coli (APC) mutaciones
de linea germinal que se asocian con una multitud de otros tumores del sistema nervioso
central y cancer colorrectal *"*® y (Il) Mutaciones autosémicas dominantes en la proteina
CREB vinculante (CREBBP) causando sindrome de Rubinstein-Taybi Estas
predisposiciones familiares no abarcan a todos y solo representan un subgrupo de
pacientes. Hay muchos otros factores genéticos que pueden conducir al desarrollo de un
meduloblastoma y seran cubiertos en las siguientes secciones.
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Subgrupo WNT

Variables clinicas

De todos los subgrupos, el subgrupo WNT tiene el prondstico mas favorable, con
mas de 95% pacientes que sobreviven la enfermedad (Tabla 1). Los tumores WNT
exhiben histologia clasica, rara vez metastatizan y tienen una predisposicién incluso de
género. El subtipo WNT es el menos frecuente, con una tasa de 10% entre los pacientes
con meduloblastoma. La alteracion distintiva en tumores de WNT es la activacion de
mutaciones somaticas en el exén 3 de la B-catenina (CTNNB1). La monosomia 6 es la
principal alteracion estructural recurrente y por lo general se encuentra en un genoma de
otro modo equilibrado 2°%,

Biologia Molecular

La via de sefalizacibn Wnt juega un papel esencial en el desarrollo embrionario,
control de especificacion de destino celular, proliferacion celular, migracion celular y
patron eje del cuerpo. En el cerebro en desarrollo, la via Wnt tiene amplios efectos
reguladores sobre la maduracion neuronal y formaciéon de sinapsis. Esta via se activa a
través de la unién de ligandos Wnt a los receptores Frizzled, que transmiten sefiales en el
nucleo a través de liberacion de CTNNBL1 (Fig. 1 a la izquierda). Importantes reguladores
negativos de esta via son APC y SUFU que normalmente previenen la acumulacién de
CTNNBL en el nicleo # . Casi todos (90%) los pacientes WNT tienen mutaciones de
sentido erréneo somaticas en CTNNB1 que promueve la estabilizacion de proteinas. La
siguiente mutacion mas comun esta en DDX3X, con mutaciones agrupadas en sus dos
dominios hipotéticos helicasa que alteran su capacidad de unién al ARN en lugar de
abolirlo. Estudios funcionales in vivo e in vitro de DDX3X sugieren que mejora y / o
mantiene la proliferacién celular de células progenitoras Wnt. También es posible que
estas mutaciones ayuden a mejorar la transformaciéon mediante la activacion de la (-
catenina *>*’, También se encuentran cominmente mutaciones sin sentido en TP53 en el
subgrupo WNT. A pesar de ser un marcador de alto riesgo en el subgrupo SHH y otros
tipos de cancer, las mutaciones de TP53 no confieren ninguna diferencia en la
supervivencia de los pacientes diagnosticados con meduloblastomas subgrupo WNT **.

Modelos

Los progenitores del labio inferior rombico son probablemente la célula de origen
de los tumores WNT. Estabilizacion y localizacion nuclear de CTNNBL1 son los rasgos mas
caracteristicos del subgrupo WNT, y en modelos de ratdn, su accién no es suficiente para
transformar las células granulares externas, que son las células de origen de subgrupo
SHH. Ademas, los tumores WNT en seres humanos se encuentran adyacentes al tronco
cerebral a diferencia de los del subgrupo SHH que surgen desde el interior del cerebelo.
Durante el desarrollo, post mitético los precursores de mossy-fiore de neuronas en el
tronco cerebral dorsal migran hacia el tronco cerebral central. La expresion dirigida de la
beta-catenina activada en ratones con precursores post mitético de mossy-fibre de
neuronas que utilizan una proteina promotora de unién a lipidos del cerebro (BLBP), junto
con un nocaut de TP53, que conduce a la formacion de un tumor WNT con alta latencia y
baja penetrancia *®. El trabajo posterior establecié que a través de la adicion de un
phosphoinositide 3-quinasa (PI3K) polipéptido catalitico-a alelo mutante (Pik3caE545K)
identificado en meduloblastomas Wnt, la penetrancia en el modelo de ratén se aumento6 a
100% con formacion de tumores WNT altamente representativos en 3 meses %%,
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Subgrupo SHH

Variables clinicas

El subgrupo SHH representa un tercio de todos los pacientes con meduloblastoma
y tiene un prondéstico intermedio con una supervivencia a los 5 afios que oscila entre el 60
y el 80%. La distribucion por edades es bimodal siendo subgrupo SHH la mayoria de
meduloblastomas infantiles y de adultos. La clasificacién histolégica puede ser de
cualquiera de las 5 variantes descritas por el sistema de clasificacion de la OMS; Sin
embargo, un modelo que ha demostrado gran utilidad en la deteccién de nuevos genes
conductores y eventos que cooperan ha sido, la variante desmoplasica que es mas
comun en nifios y adultos. Las células grandes y / o con histologia anaplasica es comun
en nifios que albergan mutaciones de linea germinal o soméatica del gen TP53. Pacientes
con tumores del subgrupo SHH comunmente tienen amplificaciones focales de GLI2, y
MYCN, asi como pérdida de 17p (Tabla 1) * 2303,

Biologia Molecular

Durante el desarrollo del cerebelo temprano, las células de Purkinje liberan
glicoproteinas SHH y estimulan la proliferacion y la migracion posterior de las células a la
capa interna de células granulares. La activacién excesiva de la via de saturacion SHH
con expresion de factores de transcripcion diana GLI2 que inducen la proliferacion
descontrolada de células granulares y formaciéon de un tumor. Las alteraciones en este
subgrupo mas a menudo caen dentro de la via de sefalizacion de SHH y menos
frecuentemente en las vias PI3K y mTOR cooperadoras (Fig. 1 a la derecha) ** *. Las
alteraciones mas comunes son soméaticas o germinales inactivadoras o pérdida de PTCH1
y SUFU, o mutaciones de sentido erréneo somaéticas que activan SMO % 2> 26 27 yn
subgrupo de pacientes de alto riesgo se presentd con co-amplificacion de MYCN y GLI2
acompafada de inactivacion de TP53. Dentro del subgrupo SHH, también hay una
diferencia en factores de riesgo y de biologia molecular para los diferentes grupos de
edad. Las mutaciones SuFu se encuentran predominantemente en recién nacidos,
mientras que amplificaciones de GLI2 de alto riesgo se encuentran en nifios mayores y
adolescentes * *. En los adultos, las mutaciones mas comunes son sométicas en SMO y
C228T o C250T del promotor TERT, que crean un motivo de unién E-veinte- seis > .

Modelos

Hay una gran variedad de modelos de ratén que recapitulan al subgrupo SHH, y
estas funciones principalmente a través de la desregulacién de la via de sefalizacion
hedgehog. En el primer modelo de meduloblastoma de ratén se utiliz6 un solo al alelo del
gen knockout de PTCH1, con un inhibidor negativo de la via SMO que impulso la génesis
tumoral en células granulares % Desde entonces, ha habido otros modelos gue cruzan
Ptchl +/- con otras aberraciones que confieren un fenotipo mas agresivo, tales como
deleciones de quinasas dependientes de ciclina Ink4c y Kipl "3 o al regulador maestro
TP53 *. NeuroD2 dependiente de sobreexpresion de SMO mutante en células granulares
también es capaz de conducir tumores muy infiltrantes con metastasis leptomeningea **
“ Ademéas, a pesar de que se cree que los meduloblastomas SHH surgen
tradicionalmente en modelos de células granulares, se han producido en ratones que
demuestran que la sefializacién de SHH en nucleos aberrantes cocleares y células madre
neurales son capaces de formar un tumor ** 3,
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En el modelo de ratén bello durmiente Sleeping Beauty (SB) * utiliza la integracion
del transposén al azar para impulsar la génesis tumoral. Los transposones contienen
elementos que son capaces de sobre expresar o truncar genes en funcién de la ubicacion
de la insercion y la orientacién. Los eventos de insercion que estdn mediados por una
transposasa, que se limitan a un granulo de precursores de células mediante el uso del
promotor MATH1 que conduce la expresion de la transposasa. Casi todos los ratones
desarrollan tumores con una alta tasa de metéstasis leptomeningeo por 3 meses. El
modelo SB ha identificado un gran nimero de conductores de tumores primarios tales
como MyoD * y Nfia * y también ha puesto de manifiesto el alto grado de divergencia
entre los tumores primarios y metastasicos.

Grupo 3

Variables clinicas

Los meduloblastomas del Grupo 3 comprenden aproximadamente 20% de todos
los meduloblastomas (Tabla 1). Estos pacientes tienen la peor supervivencia y la tasa
mas alta de diseminacion metastasica. Los pacientes del grupo 3 recuren casi
exclusivamente con diseminacién metastasica con un lecho tumoral limpio *’. Los
pacientes con diagnéstico de este subgrupo son comunmente son bebés y nifios
pequefios con una discordancia hombre: mujer de 2: 1. La histologia de este tumor es
comunmente clasica o de células grandes anaplasica (LCA), y el genoma de estos
tumores es muy desequilibrado con un gran nidmero de alteraciones grandes tales como
ganancia del cromosoma 7 e isocromosoma 17q; muchas de estas alteraciones también
son compartidas con el Grupo 4.

Biologia Molecular

Hay varias alteraciones somaticas recurrentes en el nimero de copias en el Grupo
3, pero inusualmente algunas variantes de nucle6tido Unico recurrentes e indeles. En el
Grupo 3 el transcriptoma esta dominado por foto receptores y firmas de expresion
GABAérgicas “°. El acontecimiento mas comun es la amplificacion de MYC en el 10-20%
de los pacientes, que en muchos casos se produce con una fusion entre el promotor de
PVT1y el segundo exén de MYC ?. En muchos tipos de cancer, el locus MYC a menudo
es co-amplificado con el ARN no codificador PVT1, que es capaz de estabilizar la proteina
MYC “. En el meduloblastoma, es probable que estas fusiones creen un circuito de
retroalimentacion positiva desde el promotor PVT1 que contiene E-box canénicas que son
activadas por la proteina MYC *°. La amplificacién del factor de transcripcion OTX2 es otra
alteracion comun del numero de copias que ocurre en 10% de los pacientes, y que son
mutuamente excluyentes de la amplificacion MYC. Se sabe que OTX2 juega un papel
importante en el control de destino celular y la diferenciacion de diversas células
progenitoras en el cerebro en desarrollo y es capaz de reprimir la diferenciacién
miogénica de células de meduloblastoma. También juega un papel en la via de
sefalizacién de TGF-B que contiene otras numerosas alteraciones del niUmero de copias
menos recurrentes que indican que la desregulacion de esta via puede ser un evento
controlador >3,

Modelos

Dos modelos de trasplante orto topico del Grupo 3 han sido creadas para acoplar
la sobreexpresiéon de MYC con la inactivacion de TP53 **°°. La expresién MYC conduce a
una mayor tasa de proliferacién, asi como una mayor tasa de apoptosis mediada por
TP53 por lo que requiere la necesidad de inactivar el locus TP53. El primer modelo, de
Pei et al, con células madre neural aisladas de linaje CD133 con marcadores negativos y
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positivos de glia de cerebelo posnatal se infectaron con MYC y dominaron las TP53
negativo (DNp53) *. Se mostr6 que estas células no responden a la estimulacién de Shh
y son capaces de diferenciarse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. La infeccién de
estas células con un MYC estabilizado (MycT58A) seguidas de trasplante en un raton
condujeron a la formacién de un nimero de lesiones hiperplasicas transitorias con altas
tasa de apoptosis. Mediante la introduccion de DNp53, se abolieron los efectos
apoptoticos, y se formaron tumores con histologia LCA, necrosis prominente y
amoldamiento nuclear. El segundo modelo se produjo mediante el aislamiento de células
granulares progenitoras a partir de ratones Atohl-GFP que expresan GFP en células
progenitoras de la capa de la granular externa, de ratones postnatales TP53 - / -. Las
células enriquecidas con Atohl-GFP transducidas con MYC fueron capaces de formar
tumores agresivos con histologia de LCA incluso después de multiples pases en ratones.
En el Grupo 3, los eventos focales en TP53 son extremadamente raros, pero no es
frecuente la pérdida de 17p (donde reside TP53). La resistencia a la via de inhibicion SHH
y la similitud en la firma de genes del Grupo 3 sugieren que estos dos modelos son
representativos de enfermedad humana.

Grupo 4

Variables clinicas

El Grupo 4 es el mas comun de todos los sub-grupos de meduloblastoma y tiene
una supervivencia global intermedia de 75% (Tabla 1). La histologia es mas comUnmente
clasica. Tiene una alta tasa de metastasis y una relacién de discordancia 2: 1 hombre:
mujer. El genoma del Grupo 4 es comunmente tetraploide, y la alteracion estructural mas
comun es el isocromosoma 17q, que se encuentra en 80% de los pacientes.

Biologia Molecular

El Grupo 4 tiene firma neuronal y expresion glutaminérgica vy, al igual que el Grupo
3, algunas variantes de nucleétido Unico recurrentes e indeles. El gen somatico mutado
con mayor frecuencia en el Grupo 4 de meduloblastoma es KDM6A, H3 Lys27 (H3K27)
histona desmetilasa; las mutaciones sin sentido se encuentran en 13% de los pacientes *”
9 KDMB6A pertenece a la familia de histonas Jumonji C desmetilasas, junto con KDM6B,
gue también se encuentra mutado en el meduloblastoma. El proto oncogén MYCN vy
CDK®6 quinasa dependiente de ciclina se amplifican de forma recurrente en el Grupo 4. Lo
mas comunes son amplificaciones/tandem focales duplicaciones de la proteina de
interaccion de la alfa-sinucleina (SNCAIP) en el cromosoma 5023, que codifica una
proteina previamente implicada en la enfermedad de Parkinson ®°. Todavia no se sabe si
SNCAIP es el controlador para estos pacientes, se necesita mas investigacion para
descubrir su papel especifico en los meduloblastomas de Grupo 4.

Modelos

Debido al bajo nimero de eventos focales y muchos reordenamientos amplios, la
busqueda de un modelo del Grupo 4 ha sido dificil de lograr. MYCN estd regulado
comunmente de forma positiva en el meduloblastoma y es el sitio de una de las
amplificaciones focales mas recurrentes en el Grupo 4Swartling et al crearon un modelo
de raton de meduloblastoma impulsado MYCN por la orientacion de su expresion con
GLT1, un promotor especifico del cerebro altamente expresado en el cerebelo en todo el
desarrollo hasta la edad adulta. Los tumores tenian una baja latencia y tasa de metastasis
y un tipo histologico clasico o LCA. Se requiere MYCN tanto para iniciar y mantener el
tumor, pero probablemente esta cooperando con otros eventos ya que el genoma se
encontr6 desequilibrado y tenia un numero de alteraciones del numero de copias
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recurrentes. Este modelo estd mostrando una gran promesa como un modelo del Grupo
4, pero estudios adicionales necesitan ser realizados con el fin de caracterizar las firmas
de expresion e identificar la célula de origen %.

Epigenética

Ha habido un namero recurrente de un nucleétido somatico solo y un nimero de
copias variantes dentro de modificadores de la cromatina identificados a través de todos
los subgrupos. Las mas comunes son mutaciones truncadas del linaje mieloide / linfoide o
mixto de la proteina de leucemia 2 (MLL2) y MLL3 que sugieren un papel como conductor
oncogénico universal. En el Grupo 3y 4, hay una gran variedad de mutaciones somaticas
recurrentes en SMARCA4 (exclusivo al grupo 3), y KDM6A (exclusivo del grupo 4), y
menos comUnmente en CHD7, aridlb, KDM4C y ZMYM3 % % % 27" También hay
sobreexpresion de EZH2, una metiltransferasa H3K27 que es parte del complejo represivo
esencial poli combo para la regulacion del desarrollo y la diferenciacién. Estos eventos
son en gran parte mutuamente excluyentes de las otras y las amplificaciones de MYC y
MYCN. El mecanismo de su patogenia sigue siendo un tema de investigaciéon intenso,
pero es posible que estos eventos conservan los grupos de tumores 3y 4 en un estado de
células madre-like por el mantenimiento de altos niveles de la marca H3K27me3 represiva
(EZH2 sobrerregulacién o inactivacion KDM6A) y / o la interrupcién de la transcripcion
H3K4me3 asociado (ZMYM3 y CHD?7 inactivacion) > & 62,

Interacciones potenciador-promotor desempefian un papel esencial en la
regulacién especifica de genes y el desarrollo de tejido ®. La localizacién tridimensional
de potenciadores activos decide en ultima instancia que los genes puedan ser activados
por el potenciador, y cualquier interrupcion pueden conducir a la regulacién aberrante de
genes. En el Grupo 3 y Grupo 4 del meduloblastoma, recientemente se ha demostrado
gue los reordenamientos estructurales son capaces de alterar los objetivos previstos de
potenciadores para conducir la génesis tumoral en el meduloblastoma ®*. En particular,
una serie de eventos de delecidn, duplicacion y translocacion sin relacion aparentemente
fueron capaces de activar la expresion de los factores de transcripcion GFI1 o GFI1B a
través de la reposicion de potenciadores distales. Estos eventos sométicos fueron
altamente recurrentes, y constituyen un tercio del Grupo 3 y 10% de tumores grupo 4.
Cuando estos genes se co-expresan con MYC en células madre neurales murinos,
también son capaces de conducir la formacion de un tumor agresivo en ratones
receptores con una alta tasa de metéastasis.

La mayor expresion de analisis de microARN de los canceres humanos han
llegado a las conclusiones comunes de que los miRNAs estan desregulados en el cancer,
y el perfil de expresion de los genes miARN representa mejor biologia tumoral que el
perfil de expresion de genes que codifican proteinas * ®. Con el fin de obtener una mejor
comprension de la biologia del meduloblastoma, perfiles de mIARN de los
meduloblastomas se lleva a cabo utilizando una matriz de baja densidad TagMan v 1.0
que tiene 365 microARN humanos. De forma paralela, en todos los perfiles se realiz6
expresion del genoma de genes codificadores de proteinas utilizando genes Affymetrix 1,0
ST arrays. Todos los estudios de perfiles se obtuvieron de tejidos tumorales de
meduloblastoma en subtipos moleculares casi idénticos.

El Grupo de Trabajo Internacional en meduloblastoma, en 2014, propuso un
algoritmo para la clasificacion molecular de los MBs en cuatro subgrupos, que se basa
principalmente en secuenciacion, perfil de expresién de genes y perfiles de metilacion °.
Sin embargo, estas técnicas son laboriosas, caras y no siempre dan resultados confiables
y reproducibles en el tejido fijado en formol y embebido en parafina (FFEP), haciéndolos
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dificiles de incorporar en la evaluacion patoldgica de rutina de los MBs, especialmente en
paises en desarrollo. Partiendo de esta premisa, en algunos estudios recientes se ha
intentado clasificar a los MBs en tres subgrupos moleculares utilizando técnicas de
patologia pediatrica, asi como inmunohistoquimica (IHC) e hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH), que proporcionan resultados rapidos y reproducibles sobre todo en
tejido FFEP ®. Estos métodos son econdmicos, robustos y estan disponibles en la
mayoria de los laboratorios de patologia de diagnostico en todo el mundo. Otros han
tratado de desarrollar técnicas que son rapidas y aplicables en tejidos FFEP, tales como
ensayo basado en Nanostring desarrollado por Northcott et al, y el panel limitado basado
en miRNA, ensayos de PCR en tiempo real reportados por Kunder et al, pero estos son
de nuevo caros, asi como tardados, y por tanto, no es factible hacer estas practicas de
rutina para clasificar los MBs ®® ®°. Con este trasfondo, se intent6 definir el mejor protocolo
para el subgrupo de MB, que fuera rapido, econdémico, viable en el tejido FFEP vy, que dé
resultados grandes similares a los de las técnicas de alto rendimiento, y por lo tanto que
fuera aplicable a la mayoria de los laboratorios de todo el mundo. Para esto, se estudio la
expresion de marcadores de IHC propuestos por Taylor et al y Ellison et al, y algunos

MRNAs y miRNAs subgrupo especificos seleccionados de los analizados por Kunder et al
20, 48, 68

Una serie de alteraciones moleculares han sido documentadas como marcadores
de prondéstico especificos de los diferentes subgrupos. De éstos, la amplificacion MYC es
un marcador universalmente aceptado de mala evolucién, y se enriquece sobre todo en el
grupo 3 de los MBs *® 7 ™ Del mismo modo, el isocromosoma 17q es un marcador de
mal prondstico, pero s6lo en el grupo 3 y no en el grupo 4 de los MBs 2. Las mutaciones
de TP53, por otro lado, se enriquecen en tumores WNT y SHH, pero su valor prondstico
se limita al subgrupo SHH de los MBs **. Los MBs SHH también se han estratificado en
grupos estandar de bajo y de alto riesgo basados en la amplificacion de GLI2, perdida de
14q e infiltracion leptomeningea ®. Ademés, nuevos marcadores prondsticos han pasado
a primer plano, como el H3K27me3 modificadores de histonas y el H3K4me3, donde los
patrones de tincion estan asociados con diferencias en la supervivencia de los grupos 3y
4, pero no en los subgrupos WNT o SHH de los MBs ®. Por lo tanto, también se
analizaron de forma selectiva algunos de estos con FISH y marcadores de IHC
informando que tienen importancia pronéstica en el MB, para evaluar si su adicién al
protocolo del subgrupo podria mejorar ain mas la estratificacion del riesgo de los
pacientes MB.

Valor dudoso de la extensién en lareseccion como un marcador de alto riesgo

La extension de la reseccion estd actualmente identificada como un marcador de
alto riesgo. En concreto, la mayoria de los protocolos para identificar tumor residual de 1,5
cm2 como de alto riesgo que justifica la intensificacién de radiacién craneoespinal a 36
Gy. Sin embargo, esto se basa principalmente en el ensayo CCG-921, que se realizé en
la era pre-RM, y se basa en el limite de deteccién por tomografia computarizada °. Por
otra parte, la cuestion de las resecciones casi totales (0-1,5 cm2) no ha sido revisado
durante los ultimos 25 afos. El trabajo del Hospital para Nifios Enfermos en Toronto
donde estudiaron a 787 meduloblastomas clinicamente abordados y agrupados sub
molecularmente demostraron que la reseccion casi total no representa ningun riesgo
adicional para la supervivencia de la reseccion total, y que el beneficio prondstico de una
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reseccion subtotal se atenta después de considerar la afiliacion del subgrupo molecular 2.
El estudio PNET4 de meduloblastomas no metastasicos ha identificado enfermedad
residual > 1,5 cm2 en la RM postoperatoria como un marcador de mal prondstico ™. Sin
embargo, PNET4 incluyo sélo una pequefia poblacion de pacientes con reseccién
incompleta (1.5 cm2, n = 31 338), el subgrupo de pacientes con reseccion subtotal no ha
sido informado y los resultados con 23,4 Gy no fueron peores que los reportados con 36
Gy . Estas limitaciones actualmente se oponen a una interpretacion adicional de la
amplitud de los datos de reseccion derivados de PNET4 en un contexto de subgrupo-
dependiente.

Por otra parte, existe una escasez de pruebas que apoyen que la intensificacion de
la terapia al eje craneoespinal mejore el control local en el entorno de resecciones
subtotales. De hecho, la reseccidén agresiva de los restos tumorales finales puede causar
una considerable morbilidad neurolégica cuando se adhieren a estructuras cruciales del
tronco cerebral . Como tal, el consenso del grupo fue que una reseccion casi total debe
ser considerada como aceptable y equivalente a una reseccion total con fines de
estadificacion. El grupo aboga por que la reseccion quirdrgica segura maxima y debe
intentarse siempre; Sin embargo, se debe aconsejar a los neurocirujanos sopesar los
riesgos de resecciones agresivas especialmente teniendo en cuenta la equivalencia de
prondstico aceptada de la reseccion casi total de la reseccién total. El uso de > 1,5 cm2
residuales como un marcador de alto riesgo para intensificar la radiacién craneoespinal
del meduloblastoma requiere claramente ser cuestionada y debidamente re-evaluado en
ensayos clinicos futuros.

Inclusion de medidas de supervivencia funcional y calidad de resultados.

Varios estudios han demostrado que la cognocién a largo plazo y la calidad de los
resultados de supervivencia para los sobrevivientes de meduloblastoma son con
frecuencia deprimentes " ", Varios ensayos clinicos prospectivos en los ultimos 20 afios,
incluyendo el reciente del COG de alto riesgo / POG estudio 9031, 9961 y 99701 y no
incluyo medidas funcionales y de calidad de vida. Se alcanzé un consenso que subraya la
importancia de la evidencia funcional y calidad de los estudios de medidas de
supervivencia, y principios sugiere que la calidad de los resultados de supervivencia
puede estar relacionado con las caracteristicas clinico-bioldgica del tumor "%,

En la actualidad, no existe un consenso en cuanto a las medidas estandarizadas
de calidad funcional y de resultados de supervivencia, y la mayoria de los estudios
incluyen evaluaciones sub Optimas e inconsistentes. Un grupo de especial preocupacion
son los nifios mas pequefios que actualmente se consideran de alto riesgo y que son
tratados con 36-39 Gy de radiacion craneoespinal. Como tal las medidas, prospectivas
que evaltan la calidad de vida, la funcién cognitiva y otros aspectos de toxicidad deben
ser incluidas en todos los ensayos clinicos. La armonizacion internacional de estas
medidas debe llevarse a cabo con urgencia y moverse hacia adelante para una adecuada
evaluacion tanto de la calidad de vida como de la funcién cognitiva.
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Meduloblastoma recurrente

Varios estudios han demostrado tanto en el meduloblastoma como en otros
canceres infantiles que se producen cambios genéticos significativos en el tumor de la
recurrencia. Aunque el subgrupo se mantiene estable en la recurrencia, existe un alto
grado de seleccién clonal, mediante la cual el clon dominante en la recurrencia es rara
vez el clon dominante visto en el diagnostico, y probablemente refleja la seleccién de
clones resistentes de tratamiento *" % #_ Por otra parte, se ha demostrado previamente
en pacientes con meduloblastoma que radian del Grupo 3 y 4 que se repiten con mas
frecuencia con diseminacién metastésica, sin crecimiento en el lecho del tumor . Esto
sugiere que las futuras terapias dirigidas a la recurrencia en base a la identificacion de
objetivos del tumor al momento del diagnostico pueden fallar debido a la ausencia de la
diana de la recurrencia o la ausencia de la diana en el compartimento metastésico *.
Ademas, los gliomas de alto grado inducidos por la radiacién pueden ser falsamente
diagnosticados como recurrencia tardia de meduloblastoma *" 8 Como tal, el consenso
del grupo es que los tumores recurrentes deben ser re-biopsiados antes de usar la terapia
dirigida, si pasan mas de 2 afos del diagndstico inicial para confirmar la presencia de la
diana, no incluyen gliomas de alto grado inducidos por radiacién, o si el diagnéstico es
dudoso.

Identificacion de sindromes familiares

Varios estudios han demostrado que los tumores SHH ocurren con frecuencia en
pacientes que albergan sindromes familiares, en particular mutaciones de linea germinal
en PTCH1 (sindrome / Gorlin SCCBN), TP53 (sindrome de Li-Fraumeni) y SUFU * 8> &
8 Estos pacientes requieren de un screening para cancer secundario, y consejo genético
para la familia ®. Estos sindromes tienen implicaciones potenciales de tratamiento,
particularmente en los pacientes con mutaciones de la linea germinal PTCH1 que tienen
un desarrollo casi universal de carcinoma de células basales si son radiados. Las
mutaciones de TP53 son con frecuencia de linea germinal en la poblacién infantil /
adolescente . Los pacientes con sindrome de Li-Fraumeni tienen muy mal prondstico
debido a tumores primarios especialmente agresivos y de alto riesgo de cancer
secundario en los supervivientes. Como tal, abogamos por que todos los pacientes
pediatricos con diagnostico de tumores SHH se ofrezcan asesoramiento genético con el
fin de tener muestras de tumores germinales y sean secuenciados para TP53, PTCHL1,
SUFU en tiempo real y que estas mutaciones sean de notificacion obligatoria.

Estratificacion del riesgo a futuro

Actualmente en América del Norte y Australia, la estratificacion de riesgo clinico
divide a los pacientes mayores de tres afios en riesgo medio / estandar y de alto riesgo. El
alto riesgo se define en aquellos pacientes con enfermedad residual [ya sea metastasica,
LCR positivo (H +) o enfermedad local residual por encima de 1,5 cm2 (R +)]. En Europa,
ademas de los pacientes con M + o enfermedad R +, los pacientes con células grandes y /
0 patologia anaplasico y / o amplificacion MYC o gen MYCN se excluyen de los ensayos
en promedio de riesgo (por ejemplo, el estudio actual de PNET5), basados en estudios
clinicos, histopatolégicos y biolégicos de ensayos anteriores (por ejemplo, PNET3) . La
cuestion de enfermedad residual se trata mas arriba. Sin embargo, en varios estudios
realizados en los ultimos 5 afios se han identificado marcadores moleculares, que pueden
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proporcionar capas adicionales de informacién para permitir una estadificacion mas
amplia del riesgo junto con los criterios utilizados anteriormente > "> 8% % 91 varios
estudios publicados y no publicados fueron revisados y se llegé a un consenso en relaciéon
con un nuevo esquema de clasificacion de riesgo propuesto (Fig. 1).

Bajo riesgo (> 90% de supervivencia)

Varios estudios a nivel mundial, tanto prospectivos y retrospectivos han
demostrado que los pacientes no metastasicos WNT menores de 16 afios tienen una
excelente supervivencia independiente del protocolo con el que han sido tratados. De
hecho, el estudio prospectivo PNET3, PNET4 vy los estudios retrospectivos SJIMB96 y
datos del consorcio MAGIC, en Heidelberg, Boston, Mumbai y Toronto han demostrado
gue los pacientes no metastasicos WNT tratados con cirugia, radiacién + quimioterapia
tienen excelentes tasas de supervivencia * & 2% 2> 75 78 89.%0 Dantrg del estudio PNET4
completado, en andlisis retrospectivo de meduloblastoma, pacientes WNT, pacientes
mayores de 16 afios no fueron del grupo de bajo riesgo, y fueron excluidos de PNET5 > *°,
SJMB12 en curso y los ensayos clinicos estan evaluando actualmente PNETS la terapia
para pacientes de riesgo de-escalada para riesgo estandar/promedio en pacientes WNT.
Pacientes con resecciones incompletas son propensos a ser de bajo riesgo. *

La baja incidencia de diseminacion metastasica de patologia de células grandes y /
0 anaplasica en pacientes WNT se opone a cualquier recomendacion clara, y como tal, su
estratificacion del riesgo sigue siendo indeterminado.

Un subconjunto de grupo de riesgo promedio 4, especificamente aquellos
pacientes con pérdida del cromosoma 11 y / o aumento de todo el cromosoma 17 que
albergan también pueden ser considerados de bajo riesgo. Un estudio retrospectivo de
prondstico citogenético del consorcio MAGIC mostré que aproximadamente un tercio de
pacientes del grupo 4 tuvo pérdida del cromosoma 11 y el 5% ganancia total del
cromosoma 17, pero con excelente supervivencia ">. Se informé por el grupo de St. Jude
gue los datos preliminares para luego ser presentados en su publicacién y parecen apoyar
una supervivencia >90% en los pacientes del Grupo 4 no metastasicos con pérdida total
del cromosoma 11. Aunque los pacientes con diseminaciébn metastasica y pérdida del
cromosoma 11 o ganancia entera del cromosoma 17 también les va bien, todos ellos
fueron, sin duda, tratados como pacientes de alto riesgo con radiacion de 36 Gy
craneoespinal. Como tal, se acord6 que el Unico grupo 4 no metastésico de pacientes con
pérdida del cromosoma 11 podrian ser considerados de bajo riesgo en base a los datos
disponibles en la actualidad. Esta observacién garantiza la validacion de urgencia en
cohortes prospectivas para ayudar a guiar futuros ensayos clinicos.

Riesgo estandar (75-90% de supervivencia)

Los ensayos clinicos de varios grupos cooperativos de SIOP, COG y San Judas
han demostrado que los resultados del riesgo estandar/promedio del meduloblastoma
exceden el 80% de supervivencia a 5 afios > ** %, La mayoria de los pacientes no
metastasicos SHH entran en esta categoria con la notable excepcion de los pacientes
mutados SHH-TP53 que tienen un prondéstico pobre uniforme independiente de la
diseminacion metastéasica ** *.
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Pacientes del Grupo 3 fueron previamente identificados como un grupo de mal
prondstico en general, aunque los estudios retrospectivos iniciales revelaron subconjuntos
transcriptoma definidos de Grupo 3 pacientes que tienen un mejor resultado * 2. Los
datos no publicados presentados desde la cohorte HIT2000, St Jude y una cohorte
institucional del Hospital para Nifios Enfermos sugieren que los pacientes Grupo 3 no
metastasicos, que recibieron radiacion craneo-espinal, no necesariamente tienen un
pronostico inferior en comparacion con otros pacientes de riesgo estandar 3" ®. La
amplificaciéon de MYC se ha informado como un marcador de mal prondstico aunque la
relevancia de la amplificacion de MYC en el Grupo no metastésico 3 es indeterminado.

El Grupo 4 de meduloblastomas comprende mas del 40% de los meduloblastomas
de nifios no infantes. Los datos no publicados presentados a partir de los estudios de
cohorte HIT, St Jude, en investigacién del Reino Unido y el consorcio MAGIC publicado y
por el Hospital de Toronto para Nifios Enfermos una cohorte institucional sugiere que el
Grupo no metastasico 4 (sin pérdida de cromosoma 11) puede ser considerado como de
riesgo estandar . La amplificacion de MYCN esta restringida principalmente a grupos de
pacientes SHH y grupo 4, pero se ha demostrado en dos estudios ser un marcador de mal
prondstico solo en SHH (frecuentemente co-ocurren con mutaciones TP53) * 7% 8 %
Como tal, fue el consenso del grupo a través de los pacientes no metastasicos
actualmente clasificados como de riesgo medio; TP53 no mutado y SHH no-MYCN
amplificado, Grupo 3 no MYC amplificado y Grupo 4, sin pérdida del cromosoma 11 se
deben considerar como de riesgo promedio / estandar.

Alto riesgo (50-75% de supervivencia)

La mayoria de las cohortes bioldgicamente informadas incluyendo el consorcio
MAGIC, cohorte de investigacion del Reino Unido, estudios St Jude, y HIT2000, la
diseminacion metastasica sigue siendo un marcador de mal prondstico. Los pacientes con
meduloblastomas SHH MYCN amplificado entran en esta categoria, independientemente
de la diseminaciéon metastasica "> ® . Los protocolos de alto riesgo resultan en tasas de
supervivencia entre 50 y 65% y la gran mayoria de estos pacientes son pacientes no
WNT, ademas, se ha demostrado en estudios previos que el tratamiento de los pacientes
metastasicos con dosis reducidas de radiacién craneo-espinal da como resultado una
supervivencia significativamente mas pobre *°. Como tal, pacientes SHH de tipo salvaje
TP53 no lactante metastasico y Grupo 4 metastasico deben seguir siendo considerados
pacientes de alto riesgo. Los pacientes SHH MYCN amplificado no metastasico también
deben ser incluidos en este grupo.

Muy alto riesgo (<50% de supervivencia)

Dos grupos han sido identificados a través de varios estudios para ser de muy alto
riesgo, en particular la mutacion TP53 mutado en SHH y MYC-amplificado en el Grupo 3
metastasico * % "2,

Los pacientes con meduloblastomas SHH mutados-TP53, que casi siempre se
caracterizan por morfologia anaplasica, son de particular interés y merecen la
controversia significativa, ya que albergan un namero significativo de mutaciones de TP53
en linea germinal como parte del sindrome de Li-Fraumeni en el grupo de edad de la
infancia ** # . La mutacién de linea germinal TP53 en pacientes SHH casi siempre falla
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la terapia. Sin embargo, en la puesta en comun de los datos de ambos centros europeos y
norteamericanos, a pesar de los desenlaces fatales universales con independencia del
tratamiento, hubo un pequefio subconjunto de supervivientes a largo plazo que finalmente
murieron de tumor secundario. Como tal, el consenso del grupo fue que todos los tumores
SHH deben ser examinados en busca de mutaciones somaticas y de la linea germinal
TP53 después del asesoramiento genético adecuado. En la actualidad, los datos sobre la
frecuencia y la evolucion de los tumores SHH con mutacion somética TP53 incompleta.

Aquellos pacientes que tienen mutaciones en la linea germinal TP53 deben ser
priorizados para nuevas terapias, en el contexto de ensayos clinicos rigurosos en la
mayoria de sitios / grupos internacionales de ensayos. Una opcién potencial, sugerida
basada en la evidencia de que los pacientes con mutaciones de linea germinal TP53 son
propensos a tumores secundarios, es la omisién de la radiacién de haz externo %. Cabe
sefalar que actualmente no hay evidencia para apoyar uno u otro enfoque. En concreto,
sélo se evidencia de forma muy anecdética que existe a nivel de reporte de un caso
inédito que apoya que los pacientes con Li-Fraumeni tratados con quimioterapia suelen
sobrevivir potencialmente. Otras nuevas terapias potenciales para este grupo que se
discuti6 incluyendo litio como un sensibilizador de radio . A la luz de su universalmente
mal pronéstico, se logré un amplio consenso de que los nuevos enfoques de tratamiento
se requieren con urgencia. Ya que este grupo es un raro subconjunto de pacientes con
meduloblastoma, que estaria a favor de que se necesita un enfoque multinacional,
incluyendo centros en Europa y América del Norte. Por otra parte, los pacientes con
tumores SHH TP53 mutado casi siempre albergan lesiones via abajo de SMO como GLI2
y / 0 MYCN; y como tal, no se prevé que respondan a los inhibidores de SMO #. Como
actualmente no existen terapias dirigidas disponibles para este grupo, los grupos de
investigacion en todo el mundo deberian dar prioridad a los tumores SHH-TP53 mutado
para la evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Pacientes del Grupo 3 metastasico ha demostrado en varios estudios que tienen
un mal prondstico, incluida la agrupacion MAGIC, HIT2000 y la cohorte de investigacion
del Reino Unido, en particular los que alberga una amplificacion MYC. A medida que se
necesitan con urgencia este tipo, nuevas y novedosas terapias. Este grupo deberia tener
prioridad para nuevas terapias iniciales en ensayos clinicos multicéntricos. Se requieren
estudios adicionales para identificar agentes activos especificos contra este grupo. Los
agentes especificos tratados incluyen al inhibidor de bromodomain, inhibiciébn de aurora
quinasa e inhibidores de histonas desacetilasas % %% 1% 101,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores de sistema nervioso representan una enfermedad tumoral especial no
solo por su agresividad, sino también por su localizacion que hace mas dificil cualquier
tipo de diagndéstico e intervencion terapéutica. Los meduloblastomas se originan en el
cerebelo y en el cuarto ventriculo y son propensos a diseminarse en todo el neuroeje del
SNC e incluso fuera de él, se consideran tumores embrionarios y su clasificacion se basa
en criterios histopatologicos y en su localizacion anatomica (Sierrasesumaga, 2004).

A nivel mundial se considera como el tumor intracraneano mas prevalente en la
edad pediatrica (20 %), en nuestro pais se considera como el segundo con mayor
prevalencia 19 % (Chico-Ponce de Lebn et al, 2007). Aunada a la clasificacion
histopatologica, la informacion molecular permitira explorar vias que se encuentran
alteradas en este tipo de tumor y propiciara el estudio de nuevos marcadores moleculares
utiles en el diagndstico y prondstico de la enfermedad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el subtipo de meduloblastoma predominante en los casos del HIMFG y de qué
manera se relaciona su presentacion con el prondstico del paciente?
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JUSTIFICACION

La necesidad de proporcionar un tratamiento efectivo a los pacientes pediatricos
con este tipo de tumor, aunado al desarrollo de la medicina genémica y epigendmica ha
permitido describir vias moleculares que clasifican a los meduloblastomas en cuatro
subtipos. Esta clasificacibon molecular se ha correlacionado significativamente con
pardmetros clinico-patolégicos proporcionando un diagnostico mas preciso para el
paciente y aumentando el conocimiento sobre la biologia de este tipo de tumor.
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OBJETIVOS

En base a la subclasificacion de los meduloblastomas con las técnicas de RT-PCR
e inmunohistoquimica en muestras de tumores de nifios y adolescentes del Hospital
Infantil de México se podra conocer la evolucion de estas neoplasias de acuerdo a su
subtipo, asi como su correlacion con la presentacion clinica.
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HIPOTESIS

Cada subtipo de meduloblastoma en los casos estudiados de pacientes del HIMFG
se relacionara con su presentacién y con el pronéstico del paciente.
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METODOLOGIA

DISENO DE ESTUDIO.

Incluir aproximadamente 150 casos de meduloblastoma. En estos casos se
realizara la técnica de IHQ y PCR en tiempo real. En el caso de la IHQ se utilizaran los
anticuerpos contra B-catenina, GAB1 y YAPL. Se utilizara la técnica de inmunoperoxidasa.
En el caso de la PCR en tiempo real se utilizard SYBR-Green para cuantificar los genes
IMPG2 y NPR3 que son especificos del grupo 3 de meduloblastomas; los genes UNC5D y
GRM8 que son especificos del grupo 4. De igual forma se realizara PCR cuantitativa para
determinar la expresion del microRNA-135b y miR-592 que son especificos del grupo 3y
4, respectivamente.

EXTRACCION DE RNA

Los tejidos fijados en formol y preservados en parafina son una fuente importante
para el andlisis molecular especialmente en estudios de enfermedades raras,
neuropatologias o epidemiologia molecular. La principal dificultad en utilizar estos tejidos
es la degradacion de los acidos nucleicos debida a varios factores como son: a) tiempo
transcurrido entre la muerte del organismo y la inmersion en el fijador, b) tiempo de
fijacion y tipo de fijador, uno de los fijadores mas comunes es el formaldehido utilizado
Esta técnica es (til en estudios retrospectivos cuando tejido congelado o suero no estan
disponibles

Debido a la naturaleza labil del RNA vy al alto contenido de ribonucleasas en algunos
tejidos, la degradacién del RNA en muestras incluidas en parafina frecuentemente impide
la obtencion y evita el analisis de RNA. Varios factores influyen para poder obtener
adecuada cantidad de ARN:

a) Tiempo transcurrido entre la muerte del organismo y la inmersién en el fijador.

b) Tiempo y tipo de fijador. Tejidos fijados por mas de 24 horas rara vez sirven para
RT-PCR. El tiempo de fijacion 6ptimo es de 6 a 24 horas.

d) Cortes de 20 micras de grosor para tejidos con 5 mm de didmetro

Se cortan secciones de 20 micras o menos, (10 micras.

Limpiar la cuchilla del microtomo para remover ribonucleasas.

Eliminar el exceso de parafina alrededor del corte con una navaja de bisturi

Los primeros dos cortes se eliminan. Hacer los cortes y colocarlos inmediatamente
en el microtubo y cerrar. Procesar las muestras inmediatamente debido a que la
humedad y el aire pueden degradar parte del ARN.

5. Se puede colocar una capa de parafina en el bloque recién cortado para que el
tejido no este en contacto con el aire o cubrirlo con papel parafilm.

Pwn =
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Eliminacion de parafina

Agregar 1 ml de xilol.

Incubar 2 veces 3 min. a 42 °C con agitacion. Centrifugar en cada ocasién por 5

min.

3. Lavar con 1 ml de Et-OH absoluto 3 veces x 3 min. a T.A. y de preferencia con
agitacion; centrifugar en cada ocasion a maxima velocidad (14000 rpm).

4. Dejar evaporar el OH durante 5 min. a T.A o hasta que el tejido este

completamente seco.

N

Digestion de los tejidos

5. Agregar 350 ul de buffer de digestion por muestra e incubar a 42 °C hasta que se
observe sin tejido

stock Con. deseada vol
Tris_HCI pH 7.8 1M 20mM 7 ul
EDTA 0.5 M 10 mM 7 ul
Prot. K 20 mg/ml 500 pg/ml 11
SDS 10 % 1% 35 pl
H.O 290 pl
Vol. total 350 pl

6. Incubar a 42 °C hasta que el corte se digiera (el tiempo varia de acuerdo al tiempo de
fijacion, edad del bloque y tipo de tejido). Después de las primeras 24 horas si todavia
existe mucho tejido se pueden agregar 5 pl de proteinasa K (20 mg/ml) Se puede facilitar
la disrupcion de los tejidos mediante métodos fisicos como maceracion dentro del mismo
tubo con un pistilo. En promedio la incubacién es de 48 horas.
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Extraccion

6.
7.
8.
9

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

Agregar 600 pl de Trizol (tiocianato de guanidina). Agitar.

Incubar por 5 min. a T.A.

Agregar 200 pl de cloroformo y agitar vigorosamente por 20 segundos.

Incubar 5 min. a T.A.

Centrifugar a alta vel. (14,000 rpm), 5 min. a t.a.

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y medir el vol. que se extrae.
Agregar 2 pl de glucégeno (5 pg/ul) dentro de la muestra.

Agregar un volumen de isopropanol, esto es un vol. igual a | que se recupero en la
fase acuosa. Mezclar por inversion lentamente.

Incubar a -20 °C toda la noche.

Centrifugar a vel. max. a 4 °C, 20 min.

Decantar, pastilla de RNA en el fondo.

Lavar pastilla con 1 ml de Et-OH al 75 %. Si persiste el olor del fenol hacer otro
lavado igual.

Centrifugar a vel. méx. a 4 °C por 10 min.

Eliminar Et-OH.

Dejar secar la pastilla en un ambiente libre de ribonucleasas.

Resuspender el RNA en 30 ul de agua DEPC.

Continuar el tx. con DNAsa

22.
23.

La pastilla de RNA se resuspende en 30 ul de agua tratada con DEPC
Se colocan en cada muestra 3 pl de buffer DNasa 10 X (Ambion 145012) + 1 pl

de DNasa (2U/ul) (Ambion 145014). Se incuba 15 min a 37 °C y al cabo de este
tiempo se agrega 0.1 vol de reactivo inactivador de la DNasa (Ambion 145013) esto
es 3.4 ul. Se incuba por 2 min con una agitacién intermedia a t.a.

24.

Centrifugar durante 1 min a max vel para que el reactivo inactivador de la DNasa

se quede en el fondo y obtener el sobrenadante en un tubo nuevo.

25.

Almacenar a -20 °C.

RT-PCR

La reaccion se lleva a cabo utilizando el sistema en un paso Titan RT-PCR

(Boehringer-Mannheim, cat. 1855476). Las condiciones de la reaccién son las
recomendadas por el fabricante:

1. Descongelar reactivos en hielo, agitar en vortex (excepto enzimas), centrifugar
antes de iniciar la mezcla de reactivos.

2.

Se rotulan 2 tubos con M1y M2 y se colocan en hielo. Se preparan las mezclas
por separado en el orden que viene en las tablas, excepto el RNA que se pone al
final

Se coloca primero la M1 en los tubos de PCR (0.2 ml) y posteriormente la M2.
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Mezcla 1

Reactivo stock Conc. final Vol. Final (pl)
H,0 12
dATP 10 mM 0.2 mM 1
dCTP 10 mM 0.2 mM 1
dGTP 10 mM 0.2 mM 1
dTTP 10 mM 0.2 mM 1
oligo forward 15pm/pl 30 pm 2
oligo reverse 15pm/pl 30 pm 2
RNA --- --- 2
DTT 100 mM 5mM 2.5
Inhibidor RNasas | 40 U/ul 20 U/ul 0.5
Vol total 25
Mezcla 2
Reactivo stock Conc. final Vol. Final (pl)
H,O --- --- 13
Buffer con Mg 5x 1x 10
MgCl, extra 25 mM 0.5mM 1
Mezcla enzimas 1
Vol total 25
Ciclaje
50°C 30 min
94°C 2min
94°C 1min
60°C 1 min 40 CICLOS
68°C 45seg
68°C 7 min
4°C
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Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados son las siguientes:

Genes
translocados

Secuencia

Tamafio en pares de
bases del producto
esperado

PGK for CAGTTTGGAGCTCCTGGAAGY
rev 5TGCAAATCCAGGGTGCAGTG3’ 247 pb
EWS22.2/ for 5CTGGATCCTACAGCCAAGCTCCAAG3’ fusion tipol: 125pb
FLI1C rev 5GTTGAGGCCAGAATTCATGTTAZ’ fusion tipo2: 191pb
SSA/ for AGACCAACACAGCCTGGACCAC3’
SSX revSTCCTCTGCTGGCTTCTTG3’ 87 pb
EWSEX7/ for 5 TCCTACAGCCAAGCTCCAAGTC3’
WTI1Ex8 revS’ACCTTCGTTCACAGTCCTTG3’ 103 pb
PAXT7/ for 5 GCTTCTCCAGCTACTCTGAC3’
FKHR revd’ CTCTGGATTGAGCATCCACCS 185 pb
PAX3/ for 5AGCTATACAGACAGCTTTGT3’
FKHR rev5 TCCAGTTCCTTCATTCTGCAZ’ 147pb

Para identificar los productos amplificados en la PCR se llevara a cabo el corrimiento
electroforético

Electroforesis

1. Preparar gel de agarosa al 2 6 2.5 % en buffer TAE 1X.. Para esto pesar 1.3 g de
agarosa, colocar en matraz marcado con Et-Br y disolver en 65 ml de buffer TAE
1X, pesar en balanza (172 g aprox), calentar 2 min en horno, sacar agitar
observando que se haya fundido completamente, pesar e ir colocando mas buffer
TAE 1X hasta llegar a los 172 g iniciales.

2. Elbuffer TAE 1X se prepara asi: preparar 100 ml de TAE 1X agregando 98 ml de
aguay 2 ml de buffer TAE 50X. Colocar camara en campana, dejar que se enfrie
un poco el agar fundido y agregar 3.5 ul de ET-Br en campana. Verter en camara
y colocar peine. Correr a 80 V (aprox. 100 min.).

3. Mezclar 2ul de buffer de carga (Roche) mas 12 pl de muestra y cargar en pozos.

4. Utilizar 5 pl de P.M de 100 pb (Promega).

5. Todo con guantes por el Et-Br.

6

La especificidad de este ensayo es casi del 100 % y de igual forma es altamente sensible
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como lo describe Fritsch et al. (2002)™".
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TAMANO MUESTRAL.
El tamafio de la muestra serd por conveniencia, se incluiran los casos con
diagndéstico de meduloblastoma de los afios 1990 a 2016.

Criterios de inclusién: todos los casos de meduloblastomas que cuenten con
diagndstico, tengan material suficiente y en condiciones adecuadas de nifios tratados en
el Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Criterios de exclusion: seran los casos que sean diagnosticados como recidiva,

que no cuenten con el material suficiente o en buenas condiciones y que no tengan un
diagnostico correcto de nifios tratados en el Hospital Infantil de México Federico Gomez.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El presente protocolo es una investigacion sin riesgo para los pacientes ya que el

universo a estudiar son tejidos almacenados en el departamento de patologia, no se
haran intervenciones directas en los pacientes. El presente estudio no traera beneficios
directos para los propietarios de las muestras, sin embargo es un beneficio social porque
podrd apostar conocimiento nuevo acerca del comportamiento bioldégico de los
meduloblastomas.
Confidencialidad: Nos comprometemos a asighar nimeros seriados consecutivos con el
fin de ocultar el nimero de biopsia asignado (himero que vincula la biopsia con los datos
clinicos de los pacientes) esto es para guardar absoluta confidencialidad de los datos del
paciente.
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PLAN DE ANALISIS DE LOS DATOS

Se utilizara estadistica descriptiva. La asociacion entre el subtipo molecular y los
pardmetros clinicos se determinar4 mediante la prueba de chi cuadrada. Un valor de P<
0.05 se considerard como significativo. Para la PCR en tiempo real se utilizara
cuantificacion relativa.
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DESCRIPCION DE VARIABLES

Variable Definicion Definicion Tipo de Unidad de
conceptual operacional variable medicion
Tiempo
transcurrido  entre _
el El  consignado cuyantitativa  ppigs y
Edad o en el estudio de meses
presentacion  del
tumor
Sexo Fenotipo de los El consignado en Cuantitativa Femenino o
pacientes los expedientes nominal masculino
Fosa
Localizaci6 Localizacion Fosa posterior, Cualitativa posterior,
n tumoral espacial en el SNC cerebelo o tallo nominal cerebelo o
tallo
Clasico,
Desmoplasic
: : 0  nodular
: L Median i o . ’
Tipo de Aspecto histolégico hi;% %gtiioestudo Cuantitativa Nodularidad
[ i T nominal extensa 0
histologia del tumor determinar tipo .
Ceélulas
grandes
anaplasico
Expresion  Valor de expresion lg/lg?\:cu;r; tierr?og Cuantitativa Valor
de mi-ARN en PCR PO continua numérico

real
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RESULTADOS
Total de casos aplicando criterios de inclusién

Entre 1990 y 2016 se obtuvieron un total de 239 casos de pacientes con
meduloblastoma, siendo el afio con mayor incidencia 1991 con 13 casos y el menor 2007
con solo cuatro casos.

En total se incluyeron a 141 hombres (59%) y 98 mujeres (41%) con un promedio
de edad de edad de 6.3 afios, siendo el menor de los pacientes de 4 meses y el mayor de
17 afos.

De los 239 casos reportados como meduloblastoma el subtipo histolégico
correspondio en 177 (74.05%) casos al subtipo clasico, 48 (20.08%) casos al subtipo
desmoplasico/nodular, 6 (2.51%) al subtipo nodularidad extensa y 8 (3.34%) al subtipo
Anaplasico/células gigantes.

En cuanto a la localizacion detro del sistema nervioso central, los
meduloblastomas se encontraron en en 199 (83.2%) casos en la fosa posterior, 21
(8.78%) casos con extension a la regién supratentorial y 19 (7.94%) con extension a otras
localizaciones como el tallo cerebral y meninges, algunos de ellos no pudieron ser
identificados como primarios del cerebelo y se comento en una nota.

En total los 239 casos aportan una cantidad de 895 bloques con un promedio de
3.74 bloques por caso.

Del total de los 239 casos, 135 (56.48%) contaban con uno a tres bloques, 88
(36.82%) con 4 a 6 bloques, 11 (4.60%) con 7 a 9 bloques y solo 5 (2.09%) con 10 a 11
bloques.

Total de casos al aplicar criterios de excusion

Del total de los 239 casos de meduloblastoma 36 casos fueron excluidos por
tratarse de recidivas de casos ya diagnosticados anteriormente y debian ser retirados ya
gue se contaba con material y ademas en las recidivas puede haber cambios debidos a
terapia previa.

Del total de 203 casos restantes se realizaron 12 revisiones con el Dr. Mario
Pérez-Pefia Diaz-Conti de las laminillas (Tabla 1), para corroborar el diagndstico,
seleccionar 2 laminillas de cada caso cuando el mismo contara con mas de dos y una en
caso de contar con solo un blogue y una laminilla.

Del total de los 203 casos, después de las 12 revisiones se eliminaron todos los
casos que contaban con material insuficiente, exceso de hemorragia o contaminacion,
algunos otros fueron excluidos al conocer que tenian diferente localizacién quedando 160
casos con laminillas que contenian material apto para ser procesado para estudios de
biologia molecular (Tabla 2.)
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Revision Fecha No. Casos
Primera revision 01/11/2016 16
Segunda revision 03/11/2016 11
Tercera revision 04/11/2016 11
Cuarta revision 08/11/2016 10
Quinta revision 09/11/2016 11
Sexta revision 14/11/2016 11
Séptima revision 15/11/2016 10
Octava revision 16/11/2016 11
Novena revision 24/11/2016 11
Decima revision 09/01/2017 11
Décimo primera revision 12/01/2017 11
Décimo segunda 14/02/2017
revision 79
203

Con los criterios de inclusién y exclusion los 160 casos de meduloblastoma de los
cuales, 100 hombres (62.5%) y 60 mujeres (37.5%) con un promedio de edad de edad de
6.6 afos, siendo el menor de los pacientes de 4 meses y el mayor de 17 afios (Grafico 6
ver anexos). 103 (64.3%) casos corespondieron al subtipo clasico, 42 (26.25%) casos al
subtipo desmoplasico/nodular, 7 (4.37%) al subtipo nodularidad extensay 8 (5%) al
subtipo anaplasico/células gigantes (Gréafico 7 ver anexos).

En cuanto a la localizacion detro del sistema nervioso central, todos los
meduloblastomas se encontraron en la fosa posterior.

Del total de los 160 solo a 96 de ellos se les realizo estudio transoperatorio. En
total los 160 casos aportaron una cantidad de 140 bloques con un promedio de 1.5
blogues por caso.

Del subtipo Clasico NOS 64 (62.13%) casos correspondian al sexo masculino y 39
(37.86%) casos al sexo femenino con un promedio de 6.8 afios de edad al momento del
diagnostico.

Del subtipo Desmoplasico / Nodular 27 (64.28%) casos correspondian al sexo
masculino y 15 (35.7%) casos al sexo femenino con un promedio de 6.28 afios de edad al
momento del diagnéstico.

Del subtipo Nodularidad extensa 3 (42.85%) casos correspondian al sexo
masculino y 4 (57.14%) casos al sexo femenino con un promedio de 4.26 afios de edad al
momento del diagndstico.

Del subtipo de células grandes / anaplésico 6 (75%) casos correspondian al sexo
masculino y 2 (25%) casos al sexo femenino con un promedio de 8 afos de edad al
momento del diagndstico.

Tabla 2. Casos con laminillas con material adecuado para estudios de biologia molecular.
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Quirdgico Quirdgico Quirdgico Quirdgico Quirdgico
Q-90-231 Q-96-280 Q-02-75 Q07-146 Q14-27
Q-90-416 |Q96-1197 [Q-02-232 |Qq.o7.408 |Q14-358
Q-90-883  |Q-96-1312 |Q-02-1134 |Qq.7.997 |Ql4-743
Q-90-914 Q-96-1431 | Q-02-1365 |Q-07-2313 |Q14-1140
Q90-1352 | Q-96-2364 |Q-02-1578 |Q-08-659 | Q14-1265
Q-90-1522 |Q-97-1254 [Q-02-2248 |Q-08-1072 |Q14-1448
Q-91-401 | Q-97-1513 |Q-03-68 Q-08-1178 |Ql4-1721
Q-91-653 Q-97-1851 Q-03-108 Q-08-1457 Q14-1728
Q-91-786 Q-97-2075 Q-03-337 Q-08-1792 Q14-1807
Q91-822 |Q98303 Q03472 | Q-08-2237 |Ql4-1879
Q-91-891 Q-98-477 Q-03-1238 Q-08-2348 Q15-21
Q-91-1120 |Q-98-737  [Q-03-1523 |(Q.09.644 |Q15-317
Q-91-1490 Q-98-1097 Q-03-1918 Q-09-1034 Q15-949
Q-91-1582 Q-98-1171 Q-03-2140 Q-09-1238 Q15-1483
Q-91-1857 Q-99-569 Q-04-153 Q-09-1334 Q15-1505
Q-92-359 Q-99-1374 Q-04-301 Q-09-2357 Q15-2172
Q-92-516 Q-99-1595 Q-04-310 Q-10-607 Q15-2243
Q-92-884 Q-00-08 Q-04-445 Q-10-1129 | Q15-2492
Q-92-1238 Q-00-670 Q-04-714 Q-11-01 Q16-305
Q-92-1346 Q-00-970 Q-04-1198 Q-11-11 Q16-721
Q-92-1677 Q-00-1541 Q-04-1720 Q-11-111 Q16-728
Q-93-932 | Q-00-1593 |Q-05-188 |Q-11-474 | (16-592
Q-93-1828 |Q-01-61 Q-05-705  |Q-11-1772 | Q16-1643
Q-94-42 Q-01-92 Q-05-821  |Q-11-1936 |Q16.1752
Q-94-101 Q-01-790 | Q-05-1921 |Q-11-2168 |Q16-1839
Q-94-479 | Q-01-1381 |Q-05-2035 |Q12-520 Q16-1912
Q-94-824 | Q-01-1523 |Q-05-2179 |Q12-656 Q16-1923
Q-94-1029 |Q-01-1707 |Q-05-2206 |Q12-1724 |Q16-2380
Q-94-1381 Q-01-2196 Q-06-39 Q13-112
Q-95-1172 Q06-190 |Q13-170
Q-95-1558 Q-06-537 Q13-187
Q-95-2019 Q-06-1061 Q-13-334
Q-06-1132 Q13-351
Q-06-1870 Q13-967

Q13-1401

Q13-1536

Q13-1623
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DISCUSION

Analizando este este estudio de forma general sin aplicar los criterios de inclusion
y de exclusién para la obtencién de casos el afio con mayor incidencia fue 1991 con 13
casos y el menor 2007 con solo cuatro casos y el 59% correspondié a hombres y 41% a
mujeres con un promedio de edad de edad de 6.3 afios, siendo el menor de los pacientes
de 4 meses y el mayor de 17 afios. En este andlisis general sin aplicar los criterios antes
mencionados de los 239 casos reportados como meduloblastoma el subtipo histolégico
mas comun fue el clasico NOS, y el menor fue el subtipo desmoplasico/nodular.

En cuanto a la localizacion detro del sistema nervioso central, los
meduloblastomas se encontraron en en 83.2% en la fosa posterior, y 8.78% casos con
extension a otra region, lo que obligo a un analisis detallado para establecer si las
leciones corresondian a la regién supratentorial u otra y no presizamente a la fosa
posterior, algunos de ellos no pudieron ser identificados como primarios del cerebelo y se
excluyeron utilizando loa criterios antes mencioonados. En total de todo el universo de
donde se extrajo la muestra los 239 casos aportaron un promedio de 3.74 bloques por
caso sien la mayoria de uno a tres bloques y muy pocos tenian un muestreo extenso de
10 a 11 bloques.

Después de aplicar los criterios de inclusion y exclusion nuestra muestra conto con
un total de 160 casos de meduloblastoma de los cuales, el porcentaje de hombres se
incremento a 62.5% y el de mujeres se redujo 37.5% pero manteniendo una proporcion
hombre:mujer 1.5:1 con un promedio de edad de edad de 6.6 afios, siendo el menor de
los pacientes de 4 meses y el mayor de 17 afos. El 64.3% de los corespondio al subtipo
clasico, 26.25% al subtipo desmoplasico/nodular, 5% al subtipo anaplasico/células
gigantes y 4.37% al subtipo nodularidad extensa. De igual forma que en el total de casos
de 1990 a 2016 el porcentaje de cada grupo de casos guardio una relacion proporcional
en la muestra final.

Analizando la relacion de sexo y edad por subtipo en el subtipo Clasico NOS
62.13% casos correspondian al sexo masculino y solo 37.86% casos al sexo femenino
con un promedio de 6.8 afios de edad al momento del diagnéstico. En el subtipo
Desmoplasico / Nodular 64.28% casos correspondian al sexo masculino y 35.7% casos al
sexo femenino con un promedio de 6.28 afios de edad al momento del diagndéstico. En el
subtipo de Células Grandes / Anaplasico 75% casos correspondian al sexo masculino y
25% casos al sexo femenino con un promedio de 8 afios de edad al momento del
diagnostico y en el subtipo Nodularidad Extensa 42.85% casos correspondian al sexo
masculino y 57.14% casos al sexo femenino con un promedio de 4.26 afios de edad al
momento del diagnéstico.

Con estos datos el subtipo de Nodularidad Extensa se presenté con un promedio
menor de edad que los demas subtipos y el subtipo de Células Grandes / desmoplasico
se presentd en nifios mayores con un promedio de 8 afios, el subtipo clasico y el
Desmoplasico Nodular se mantuvieron con un promedio de 6.8 y 6.28 afios en la
presentacion.
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Con respecto al sexo en el subtipo de células gigantes / anaplasico se encontro el
mayor predominio de sexo siendo de 75% para hombres, tanto en el subtipo clasico NOS
como en el desmoplasico / nodular el predominio fu en hombres con 62.13% y 64.28%
respectivamente y el Unico subgrupo donde se invirtié el predominio de sexo fue en el
subtipo Nodularidad Extensa donde 57.14% de los casos correspondian al sexo femenino.

En cuanto a la localizacion detro del sistema nervioso central, como uno de los
criterios de exclusibn fue que el tumor se localizara en el cerebelo todos los
meduloblastomas se encontraron en la fosa posterior y solo al 60% de ellos se les realizo
estudio transoperatorio.

El total los 160 casos aportaron una cantidad de 140 bloques con un promedio de
1.5 bloques por caso. Del total de los casos se seleccioné un solo bloque para realizar
cortes y realizar los estudios de biologia molecular.
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CONCLUSIONES

En la actualizacion de la clasificacion de la OMS, los meduloblastomas se
clasifican segun caracteristicas moleculares ademas de caracteristicas histopatologicas.
La clasificacion molecular se refiere a la agrupacion de los meduloblastomas en grupos
sobre la base del transcriptoma o perfilado de metiloma y se ha introducido debido a su
creciente utilidad clinica. También se ha mantenido una clasificacién histopatolégica,
debido a su utilidad clinica cuando el analisis molecular es limitado o no es factible.

Los estudios de perfil de transcriptoma de meduloblastomas indican que estos
tumores se pueden separar en varios grupos moleculares distintos, Los cuatro grupos
principales surgieron de la agrupacion de andlisis después de transcriptoma, microRNA, y
perfilado de metiloma, y existe una excelente concordancia a través de estas plataformas
para la asignacion de tumores individuales. También hay asociaciones significativas entre
los cuatro grupos y alteraciones genéticas especificas y variables clinico-patol6gicas.

En la clasificaciéon actualizada de la OMS, los meduloblastomas activados con
WNT (que representan el -10% de los casos) y los meduloblastomas activados con SHH
(-30% de los casos) se enumeran aparte de los tumores no WNT / no SHH, que
comprenden los tumores del grupo 3 (-20% de los casos) y los tumores del grupo 4 (-40%
de los casos). Los meduloblastomas de los grupos 3 y 4 se enumeran como variantes
provisionales, ya que no estan tan bien separados como los meduloblastomas activados
con SHN y activados con SHH en los andlisis de agrupamiento molecular y por los
ensayos de laboratorio clinicos actuales.

El meduloblastoma siempre ha sido considerado como un tumor embrionario del
cerebelo. Sin embargo, se cree que los meduloblastomas activados por WNT surgen de
células en el tronco cerebral dorsal, aunque no todos los tumores embrionarios del tronco
encefalico son meduloblastomas activados con WNT.

Las variantes morfoldgicas establecidas del meduloblastoma (es decir,
meduloblastoma desmoplasico / nodular, meduloblastoma con nodularidad extensa y
meduloblastomas de células grandes o anaplasicos) tienen sus propias asociaciones
clinicas particulares. Las variantes de células grandes y anaplasicos de los
meduloblastomas se enumeraron como variantes separadas en la version anterior de la
clasificacion, pero debido a que casi todos los tumores de células grandes también
demuestran un componente anaplasico y ambas variantes se asocian con un resultado
pobre, se consideran cominmente para fines clinicos como estar en una Unica categoria
combinada de meduloblastoma de células grandes / anaplasico.

Las variantes moleculares y morfoldégicas del meduloblastoma enumeradas en la
nueva clasificacion demuestran relaciones particulares. Todos los verdaderos
meduloblastomas desmoplésicos / nodulares y meduloblastomas con nodularidad extensa
se alinean con el grupo molecular activado por SHH. Virtualmente todos los tumores
activados por WNT tienen morfologia clasica. La mayoria de los grandes tumores de
células / anaplasicos pertenecen al grupo SHH-activado o al grupo 3.
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En la clasificacion actualizada se pretende fomentar un enfoque integrado del
diagnostico. Cuando el analisis molecular es factible, los datos combinados tanto en el
grupo molecular como en la variante morfolégica proporcionan informacién prondstica y
predictiva optima.

Los meduloblastomas activados con SHH son un grupo heterogéneo; Un tumor
con mutacion TP53 y una morfologia anaplésica / celular grande tiene un prondstico
abismal, en contraste con los meduloblastomas TP53-wildtype activados con SHH y con
nodularidad extensa, que tienen un buen resultado clinico si se tratan adecuadamente.

Algunas alteraciones genéticas moleculares utilizadas actualmente en la
estratificacion de riesgo de meduloblastomas, como la amplificacion de MYC, no estan
incluidas en la clasificacion, pero podrian ser incorporadas en un diagnéstico integrado
que agrupa el grupo molecular, la variante histopatoldgica y la alteracion genética
especifica para mejorar el nivel de precision del diagndstico.

Los ensayos inmunohistoquimicos que trabajan sobre tejido fijado en formalina
fijado en parafina y estan facilmente disponibles en todo el mundo se pueden utilizar para
discernir algunas variantes genéticamente definidas de meduloblastoma y alteraciones
genéticas con utilidad clinica. Sin embargo, la clasificacion actualizada no hace
recomendaciones especificas sobre los méritos de los diversos métodos para determinar
grupos moleculares o alteraciones genéticas.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

No se podra realizar el estudio de los blogues de tejido fijado en formol y embebido en
parafina que hayan sido extraidos para su revision en otro lugar, que se encuentren en
mal estado o que no se encuentren el archivo de blogues del servicio de Patologia
Pediatrica del Hospital Infantil de México.
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