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1. DEFINICION

La primera descripcién del tumor la realizaron Bailey y Cushing2 en 1925. Mientras
clasificaban gliomas aislaron un tumor con identidad diferente que se presentaba
principalmente en el cerebelo de los nifios, y que llamaron Meduloblastoma (MB).

Aunque ha generado gran controversia desde entonces, hoy en dia podemos definir
el MB como un tumor embrionario del Sistema Nervioso Central (SNC) del grupo de
neoplasias grado IV de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)®. Es un tumor de
crecimiento rapido y conducta maligna que se desarrolla en la parte posterior del vermis
cerebeloso y suelo neuroepitelial del IV ventriculo de los niflos, con menor frecuencia en
el cerebelo de los adultos.

Como pasa generalmente en los tumores embrionarios, el MB tiene una gran
tendencia a diseminarse a otras areas del cerebro y a la médula espinal, lo que ocurre en
el 35% de los casos al diagndstico, y especialmente la probabilidad es mayor cuanto

menor es la edad del nifio®.

2. EPIDEMIOLOGIA

2.1- INCIDENCIA

Los tumores malignos contindan siendo la primera causa de muerte por enfermedad
en pediatria. La incidencia total del cancer infantil en el mundo oscila entre 100 y 160
casos por millén de nifios®”’, aunque las diferencias para tumores concretos pueden ser
mayores.

La incidencia del cancer infantil en Espaiia es similar a la de los paises occidentales
desarrollados (Figura 1), ya que se diagnostican aproximadamente 950-1100 nifios con

cancer anualmente (146.6 casos x millén de nifios de 0-14 afios)®”.
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Figura 1. Incidencia del cancer infantil en Espafia y paises europeos. Fuente: RETI-SEHOP

(Febrero 2014)

Los tumores sdlidos pediatricos con mayor incidencia son los del SNC, tanto en
Europa como en Estados Unidos. La tasa de incidencia en estos paises oscila entre 10-40

5-7,10,11

casos/afio por millén de nifios Segun la base de datos europea de ACCIS

(Automated Chilhood Cancer Information System) la tasa de incidencia de estos tumores
es mas alta en los paises del norte y en personas caucasicas, mas que en otras etnias'%*2.
En Espafia, el Registro Espafiol de Tumores Infantiles (RETI-SEHOP) aporta una tasa

estandarizada x10° nifios/as, entre 0-14 afios de edad, del 34.4%° (Figura 2).

Tasa estandarizada por la poblacién mundial (ASRw): 1541 x 108
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Figura 2. Distribucion por grupo diagndstico de los tumores infantiles en Espafia, 2000-

2014, 0-14 afios, ambos sexos, excluidos no clasificables en la ICCC-3. Fuente: RETI-SEHOP.
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Los tumores cerebrales infantiles se caracterizan por englobar un grupo
heterogéneo de histologias y localizaciones (el 60% son infratentoriales), y una conducta
bioldgica, respuesta al tratamiento y prondstico que los hace diferentes de los
diagnosticados en los adultos. Por grupo de mayor a menor incidencia estan los
astrocitomas (38-50%), los meduloblastomas (16-25%), los ependimomas (8-14%) y
otros gliomas (4-16%)°.

El MB es el tumor embrionario maligno mas frecuente del SNC en la edad pediatrica.

13'14, en el

En Estados Unidos, se diagnostican alrededor de 500 nifios con MB al afio
Reino Unido, aproximadamente 90 casos cada afio’, y en Espafia, la incidencia anual
media en la dltima década es de 15 casos/afio’. En cifras generales, podriamos hablar de
5-6 casos por millén de nifios al afio, tasa que no ha variado en el tiempo>*°.

Por razones que se desconocen, el MB presenta una frecuencia mayor en nifios que
en nifias, con una relacién varén/mujer de 1.5:1**"%,

Si consideramos la edad al diagndstico, la frecuencia del MB es de un 10-15% en los
nifios menores de 3 afios™. Las tasas mas elevadas corresponden a la franja de edad de

6101120 'y, a5 destacable que el 70% de los pacientes se diagnostican antes de

5a 10 afios
los 16 afios®*. Por otra parte, la enfermedad es poco frecuente en adultos, dado su

origen embrionario, representando menos del 1% de los tumores del SNC*.

2.2- SUPERVIVENCIA

En general, las tasas de supervivencia para el cancer infantil oscilan entre el 60% vy el

83% en la mayoria de los pal'sese. Actualmente en Estados Unidos la supervivencia a 5
~ 2 . . . ~

afios es del 83%”3 y en Europa es del 81%°, mientras que el RETI indica que en Espafia es

del 77%° (Tabla 1).
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Tabla 1. Todos los tumores. Seguimiento y supervivencia a 3 y 5 afios del

diagndstico por cohortes de afio de incidencia. 0-14 afios, 1980-2011. Fuente:

RETI-SEHOP
Cohortes de % seguimiento % supervivencia
incidencia n >=3anos >=hanos 3 anos 5 anos
80-84 1944 96,8 96,4 58(56-60)  54(51-56)
85-84 2543 66,9 66,1 G8(66-70)  63(61-65)
90-94 3026 86,1 04 8 TIT2-T5)  GBYET-70)
05-09 3107 g7.5 06,5 TA(75-78)  T372-75)
00-04 3211 g7.2 85,6 THTE-81) T6(75-78)
05-09 4413 57 6 54,6 B0{79-81) TF(76-78)
10-11 1.998 85,4 B3(82-85)
Total 80-00  18.244 95,5
TOTAL 80-11  20.242 96,9

A lo largo de las ultimas décadas los avances en las técnicas diagndsticas (incluyendo
el campo de la genética y biologia molecular), junto a las mejoras asistenciales y el
acceso a las mismas, han facilitado un diagndstico precoz y han aumentado
considerablemente la tasa de supervivencia del cancer pedidtrico en los paises
desarrollados. En Europa se ha registrado un aumento del 29% desde finales de los afios
70 a la actualidad®.

Los nifios diagnosticados con tumores del SNC tradicionalmente han tenido tasas de
supervivencia bajas. Aunque en los Ultimos afios ha habido una mejoria del 44% al 66%,
los supervivientes presentan un mayor porcentaje de secuelas que comprometen su
calidad de vida futura en comparacién con supervivientes de tumores en otras
localizaciones. Segun los registros mas importantes de cancer infantil, la supervivencia a
5 afios es del 64% (ACCIS)** vy 66% (SEER: US-Surveillance, Epidemiology and End
Results)®. Como se puede observar en los datos facilitados por el RETI (Tabla 2 y Figura

3), la tasa de supervivencia en Espaiia tiene valores parecidos (67%)°.
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Tabla 2. Seguimiento y supervivencia a 3 y 5 afios del diagndstico de tumores
pediatricos del SNC, por cohortes de afio de incidencia. 0-14 afios, 1980-2011.

Fuente: RETI-SEHOP.

Cohortes de % seguimiento % supervivencia
incidencia n =>=31afos >=5anos 3 anos 5 afios
BO0-24 350 043 823 AT|52-62) F2{48-5T)
B5-g282 472 82,2 80,8 G5(61-70) SR(55-64)
B0-24 574 2.2 20,1 G7(63-T1) g2({58-68)
g5-00 aaE 050 23,8 G6(62-69) B3(50-67)
00-04 G55 o510 83,7 T2(62-Ta) 70{88-74)
05-09 oo5 06,5 03,4 T1(62-T4) B7{84-70)
10-11 433 240 T2(68-77)
Total B0-03 3.T06 82 4
TOTAL Bd-11 4.139 94 8
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Tiempo de supervivencia en afios

Figura 3. Supervivencia a 5 afos del diagndstico de tumores pediatricos del
SNC, por cohortes de afio de incidencia. 0-14 afos, 1980-2009. Fuente: RETI-
SEHOP.

En el caso del MB, gracias a los resultados obtenidos a partir de estudios
multicéntricos y aleatorizados (ensayos clinicos (EC)) iniciados a finales de los afios
setenta, se identificaron una serie de factores prondstico que permitieron estratificar a

los pacientes segun el riesgo. Asi, para los pacientes de riesgo estandar se describen

26-28

supervivencias a los 5 afos del 70-85%°"“", mientras que para los de alto riesgo la

)29—32

supervivencia suele ser baja (30-40% , aungue algunos estudios han observado

supervivencias hasta un 70%%8333>,
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Actualmente, los indices de supervivencia dependen del subtipo molecular de MB
(WNT, SHH, Grupo 3 y Grupo 4), con tasas de curacién para pacientes del grupo WNT
cercanas al 90%, mientras que para el Grupo 3 es de tan solo 40-60%>.

En Espana, la supervivencia global para los pacientes con MB es del 55% a 5 anos

desde el diagndstico (Tabla 3 y Figura 4).

Tabla 3. Seguimiento y supervivencia a 3 y 5 anos del diagndstico de
Meduloblastomas/PNET, por cohortes de afio de incidencia. 0-14 afios, 1980-

2011. Fuente: RETI-SEHOP.

Cohortes de % seguimiento % supervivencia
incidencia i »=3 anos  >=5 anos 3 anos 5 anos
80-84 85 98,5 96,5 43(32-53) 33(23-43)
85-89 116 a7 048 B4(55-72) 49(40-58)
90-94 161 90,7 89 4 B3(56-71) ST(49-65)
95-99 147 98,6 98.0 S2(44-60) 47(39-55)
0D-04 149 98,0 a7.3 59(51-67) 52{44-60)
05-09 213 99,1 96,7 B3(57-70) L5{48-62)
10-11 89 989 B3(53-T3)
Total 80-09 871 95.4
TOTAL 80-11 950 96,8
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Figura 4. Supervivencia a 5 afos del diagndstico de
Meduloblastomas/PNET, por cohortes de afio de incidencia. 0-14 afios,

1980-2009. Fuente: RETI-SEHOP.
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3. ETIOLOGIA Y SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

Hasta la fecha se desconoce la etiologia exacta del MB. Como en la mayoria de
tumores pediatricos de origen embrionario, no se han podido establecer factores de
riesgo ambientales. Sin embargo, si parece existir una predisposicion genética (riesgo de
transmisién) al MB. Asi, existen sindromes hereditarios en los que los tumores
cerebrales forman parte del fenotipo. Ademas, familiares de primer grado de pacientes
con MB presentan una tasa mas elevada de cancer’®,

El estudio de los defectos genéticos que causan algunas enfermedades raras como
son el Sindrome de Gorlin (carcinoma basocelular nevoide), el Sindrome de Turcot
(poliposis intestinal adenomatosa familiar) o el sindrome de Li-Fraumeni (Sindrome de
predisposicion familiar al cancer, asociado a alteraciones de TP53), ha revelado la gran
implicacion de éstos en el desarrollo del MB esporadico.

Por ejemplo, un 2% de pacientes con sindrome de Gorlin presenta un MB en los dos
primeros afios de vida®. El sindrome de Gorlin (entre el 40% y el 85%) se identifica con

4043 ' Asi la inactivacion del locus

mutaciones germinales en heterocigosis del gen PTCH1
PTCH1 por delecidon o mutacion se ha encontrado en el 10% de los MB esporédicos“.
Esto sugiere que PTCHI1 funciona como un supresor tumoral clasico en este tipo
tumoral**®. Asimismo, estudios de mutaciones germinales en el gen SUFU, que es un
regulador negativo de la via SHH, predispone en un 33% a MB*’ en el sindrome de Gorlin
clasico. Las mutaciones germinales de SUFU (o raramente PTCH1) son mas prevalentes
en ninos con MB <3 afos.

Las mutaciones germinales en TP53, relacionadas con el sindrome de Li-Fraumeni,

48,4 . .
849 Existen escasos datos en la literatura

son especialmente comunes entre 8 y 17 afios
por limitaciones éticas de los ensayos clinicos en menores de edad y relacionadas con el
consentimiento informado de las familias. Aunque este sindrome estd descrito que
predispone al desarrollo del meduloblastoma, solo del 7% al 10% de pacientes con este
. cp ., . , . 19,50-54
tumor se les ha identificado una mutacién genética en linea germinal .
Los individuos afectos de sindrome de Turcot, que es autosdmico dominante, se les

atribuyen mutaciones germinales que predisponen a padecer MB (asociado a

mutaciones en APC) o glioblastoma multiforme (asociado con mutaciones en MLH1 o
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PMS2)>. La proteina APC controla la actividad de B-catenina, que es la molécula central
de la via de sefalizaciéon WNT.

Aun asi, menos del 5% de pacientes con MB estdn asociados al cancer hereditario.

4. HISTOGENESIS

El origen y naturaleza de este tumor no estd claro y ha generado gran controversia
desde la descripcidn inicial del mismo. El cerebelo constituye solo el 10% del volumen
del cerebro, aun asi, hay mas cantidad de neuronas en este pequefio espacio que en el

resto del cerebro®.

Figura 5. Anatomia del cerebro y localizacion del meduloblastoma (American Brain Tumor
Association ~ Web;  http://www.abta.org/understanding-brain-tumors/anatomy/physical-

structure.html)

Como el MB es un tumor embrionario con capacidad de diferenciacién divergente,
las teorias existentes sobre histogénesis se han centrado en las células pluripontenciales

involucradas en el desarrollo del cerebro para explicar su heterogeneidad.
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Las dos teorias mas aceptadas en la actualidad son las siguientes® >°:

> La primera sugiere que el MB tiene su origen en la capa granulosa externa
del cerebelo, que se forma durante la embriogénesis a partir de células indiferenciadas
gue migran desde el techo del cuarto ventriculo a la superficie del cerebelo fetal. En el
embrion de 6 semanas, la capa granulosa externa comienza a diferenciarse en diversos
tipos celulares que emigran hacia el interior para dar origen a la capa granulosa interna.
La capa granulosa externa termina por quedarse sin células y da origen a la capa
molecular o plexiforme. Esta hipdtesis se sustenta en:

1) la proliferacidon de precursores neuronales en la capa granulosa externa esta
controlada por Sonic Hedgehog (SHH) (un mitégeno secretado por las células de Purkinje,
y que forma parte de una de las vias de senalizacion intracelular de mayor importancia
en MB).

2) la existencia de modelos murinos de MB obtenidos a través de la activacién de
la via SHH.

3) las similitudes en el patron de expresion génica entre las células de MB y las

células de la capa granulosa externa del cerebelo en desarrollo.

- YYVUS

@...____-

Medullkblastoma

Figure 6. Desarrollo de las células granulares y tumorigenesis del meduloblastoma.
EGL: capa granulosa externa, GCP: precursor de células granulares, IGL: capa granulosa

interna, SHH: via Sonic Hedgehog, PCL: capa de células de Purkinjeeo.

> La segunda teoria sugiere que los MB derivan de las células de la matriz
germinal subependimaria (células madre precursoras, presentes en diversas
localizaciones del SNC embrionario, que daran lugar a las células neuronales y gliales
durante el desarrollo). Aqui estaria implicada la via de sefializacion WNT. Segun esta

teoria, los tumores embrionarios de localizacidon supratentorial tendrian este mismo

11
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origen comun con los MB infratentoriales. Sin embargo, esta se ha visto criticada
recientemente porque, aunque las caracteristicas histoldgicas sean muy similares, las
alteraciones genéticas de los tumores embrionarios supratentoriales y de los MB son
distintas.

> Recientemente se ha propuesto una tercera teoria, fundamentada en
estudios de inmunoreactividad, que propone que los MB se pueden originar a través de
mas de un tipo celular (el tipo clasico emergeria de la matriz ventricular y el
desmopldsico de la capa granular), o que existen otras posibles células progenitoras en
otras localizaciones (p.ej., células madres presentes en la sustancia blanca del cerebelo

postnatal)®®?.

5. VARIANTES HISTOPATOLOGICAS DEL MEDULOBLASTOMA

A lo largo de la historia, la gran variedad morfolégica y citolégica de los tumores
derivados del neuroepitelio y su potencial evolucion a formas malignas han originado la
coexistencia de diferentes clasificaciones para el MB.

En 1983, en un intento de solucionar la controversia, se agruparon todos los tumores
de célula pequefia y caracteristicas clinicas similares del SNC y con origen comun a partir

de una célula primitiva indiferenciada, con el termino PNET®3%4

. Sin embargo, con la
introduccion de los perfiles de expresién genética, Pomeroy y cols® demostraron que
los tumores cerebrales embrionarios son un grupo heterogéneo de neoplasias y que
debian clasificarse segun la localizacion del tumor, la histologia y el patrén de
diferenciacion. Por ello, en la clasificacion WHO del 200766, dentro de los tumores
embrionarios del SNC, el MB quedé definido como un tumor embrionario del cerebelo
de grado IV (equivalente al grado mas alto de malignidad histoldgica definida para los
tumores cerebrales), maligno e invasivo, con una diferenciacidon sobre todo neuronal y
una tendencia inherente a metastatizar a lo largo del SNC.

En esta clasificacion se reconocen cinco tipos histolégicos de MB: Clasico, Anaplasico,

Célula Grande, Nodular/Desmoplésico y con Nodularidad Extensa (MBEN).

12
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5.1- MEDULOBLASTOMA CLASICO

14487 5o compone de células indiferenciadas

Es el subtipo mas comun (70-80%)
pequeiias densamente empaquetadas, caracterizadas por nucleos hipercromaticos
redondos a ovales o con forma de zanahoria. La actividad mitdtica es significativamente
elevada, pero puede variar entre distintas dreas tumorales. Hasta el 40% de los MB
muestran formacion de rosetas neuroblasticas (Homer-Wright)®®. El MB clasico carece
de areas con el tipico patron bifasico de reticulina/islas del MB desmopldsico/nodular o
MB con nodularidad extensa. Algunos casos muestran evidencia inmunohistoquimica de
diferenciaciéon neuronal temprana como la expresién de sinaptofisina. Ademads, se
pueden encontrar células con diferenciacién astrocitica, miogénica o melanocitica. Sin
embargo, la diferenciacién astrocitica o ependimaria es inusual en el MB clasico. Tanto
la anaplasia citoldgica marcada, como el elevado pleomorfismo nuclear pueden ocurrir
focalmente. Sin embargo, la anaplasia citoldgica difusa y severa no es compatible con el
diagnédstico de MB clasico, pero lo cualifica para el diagndstico de MB anaplasico. De
forma parecida, grupos de células tumorales pueden mostrar los rasgos citoldgicos

tipicos de los MB de células grandes. Si el cuadro histolégico estd dominado por éstos, se

ha de hacer el diagndstico de MB de células grandes.

Figura 7. Meduloblastoma cldsico. Imagenes de archivo propio HUC.

5.2- MEDULOBLASTOMA ANAPLASICO

Las caracteristicas anapldsicas son el aumento del tamafio nuclear, el pleomorfismo

69,70

citoldégico marcado, las mitosis numerosas y los cuerpos apoptéticos™™"". El uso de los

criterios de anaplasia es subjetivo porque la mayoria de los MB presentan algun grado
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de anaplasia. Los focos de anaplasia pueden aparecer en tumores con caracteristicas
histoldgicas de MB clasico y de célula grande, y hay una superposicién significativa entre
la variante celular anaplasica y la de célula grande, por ello en muchos estudios se han
combinado los dos como tipo célula grande/anaplasico®. Se ha convenido en declarar
los MB como anapldsicos cuando la anaplasia es difusa (variablemente definida como la
anaplasia que se presenta en 50 a 80% del tumor). A nivel molecular, se ha mostrado
gue ambos, tanto el MB de células grandes como el anapldsico se asocian con
amplificacién del gen MYCC. Pero no todos los casos de célula grande y anapldsicos
muestran amplificacion MYCC, y la relevancia pronostica de la histologia en ausencia de

anormalidades en MYC no esta clara. Estos tumores suponen el 10-20% de los MB**.

Figura 8. Meduloblastoma Anaplasico. Imagenes de archivo propio HUC.

5.3- MEDULOBLASTOMA DE CELULA GRANDE

Los tumores de célula grande suponen 4% de los MB®*®” y se caracterizan por
células monomorficas con nucleo vesiculoso redondo y grande, nucléolo Unico
prominente y cantidades variables de citoplasma eosinofilico. Las células
frecuentemente carecen de cohesividad y las mitosis, asi como las figuras de apoptosis,
son frecuentes. Estas células han de ser predominantes en el espécimen. Su existencia
focal no lo cualifica para el diagndstico de esta variante. Los MB de células grandes
frecuentemente muestran una reactividad para sinaptofisina en patrén dot-like. El
impacto clinico de esta variante rara, con un comportamiento altamente agresivo ha
sido descrito en varios articulos. Frecuentemente va asociada a enfermedad

metastasica’" y a un mal pronéstico’>”>.
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Figura 9. Meduloblastoma de Célula Grande. Imagenes cedidas por el Dr. Joan Carles Ferreres

sobre un caso del estudio.

5.4- MEDULOBLASTOMA NODULAR/DESMOPLASICO

Esta variante que se observa en el 10-15% de los MB®*®” fue descrita por Rubinstein
y Northfield (1964)"* como una variante de tumor neuroectodérmico, pobremente
diferenciado, superponible al tipo clasico en términos generales. Se caracteriza por islas
tumorales nodulares libres de reticulina rodeadas por areas con células tumorales
proliferativas densamente empaquetadas que producen una red de fibras de reticulina
intercelular densa. Incluso si este patron tipico se presenta solo focalmente, un
espécimen de MB ha de ser clasificado como MB nodular/desmoplasico. Las islas de MB
nodular/desmopldsico muestran frecuentemente una actividad mitdtica y proliferativa
mas baja y signos de diferenciacion neuronal temprana. Los casos con apariencia
nodular, pero sin la tipica red de fibras no se clasifican como MB nodular/desmoplasico.
Los MB que muestran Unicamente un incremento en el contenido de fibras sin el tipico
patron bifasico (islas) no se clasifican como MB nodular/desmoplasico. Tal induccién
inespecifica de fibras puede ocurrir como reaccidén desmopldsica cuando los tumores
crecen superficialmente dentro de areas leptomeningeas. Molecularmente estos

tumores se asocian a mutaciones que inactivan el gen PTCH.
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Figura 10. Meduloblastoma Nodular/Desmoplasico. Imagenes de archivo propio HUC.

La desmoplasia se observa generalmente en nifilos muy pequefios, en un 50% de los
tumores de nifios <3 afios al diagndstico, y solo en un 5% de los tumores en pacientes de
3-15 afios®. Existen muchos estudios que demuestran que este subtipo tiene mejor

67,75-77

prondstico que otros fenotipos histolégicos en la infancia , mientras que su

significado fuera de este grupo de edad no es tan clara®’.

5.5- MEDULOBLASTOMA CON NODULARIDAD EXTENSA (MBEN)

Esta variante estd muy cercana a la nodular/desmopladsica, muestra un patrén
bifasico similar; sin embargo, las islas libres de reticulina con menor celularidad estan
agrandadas y contienen células tumorales de tipo neurocito isomorfas con nucleos
redondos y baja actividad mitética embebidas en una matriz de tipo neuropilico.
Inmunohistoquimicamente, estas células expresan marcadores de diferenciacion
neurocitica avanzada como NeuN. Estas dreas de diferenciacién avanzada han de
dominar la histologia para poder clasificarlo como MB con modularidad extensa. Las
células de las dareas ricas en reticulina semejan su contrapartida en los MB
nodular/desmoplésicos. Presenta una desregulacién en la sefializacion SHH. Los MB con
nodularidad extensa se presentan en menos del 1-2% de los MB y casi exclusivamente
en lactantes®’. Se asocian a un prondstico excelente, teniendo en cuenta que el MB en

nifios pequefios tiene muy mal prondstico’®”°.
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Figura 11. Meduloblastoma con Nodularidad Extensa (MBEN). Imagenes de archivo propio HUC.

5.6- ACTUALIZACION DE LA CLASIFICACION DEL MEDULOBLASTOMA

En la Gltima actualizacién de tumores del sistema nervioso central de WHO en 2016,
se han vuelto a introducir cambios en el MB, uniendo el esquema molecular que se

consensué en el 2012%

a la clasificacidon histopatoldgica que ya existia y que se
mantiene por su relevancia clinica. Las variantes histoldgicas y moleculares estan
asociadas con prondsticos y terapias diferentes, pero en vez de hacer un solo listado con
todas las combinaciones posibles, se han dejado por separado las variantes “definidas
histolégicamente” y las “definidas molecularmente” (Tabla 4). Esto permitird a los
patdlogos realizar un diagndstico integrado, asociando grupo molecular con fenotipo
histoldgico.

En esta actualizacién también se observa que el MB de célula grande y los
anaplasicos, que en la anterior clasificacion estaban por separado, se han combinado en
una sola categoria denominada MB de célula grande y anapldsico o LCA (Large Cell
Anaplastic), porque casi todos los MB de célula grande muestran un componente

anaplasico y ambos se asocian con enfermedad metastasica y con un mal pronéstico72’81'

83
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Tabla 4. Clasificacion WHO 2016 de los tumores
embrionarios del SNC. Adaptado de Louis y cols (2016)°.

Embryonal tumours
Medulloblastomas, genetically defined

Medulloblastoma, WNT-activated 9475/3*
Medulloblastoma, 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

6. DIAGNOSTICO

6.1- PRESENTACION CLINICA

El MB, como el resto de los tumores cerebrales, produce principalmente unos
sintomas y unos signos derivados de su crecimiento local, con mayor predisposicién a
diseminarse a lo largo del sistema nervioso. El tiempo medio entre la aparicidon de los

84,85

sintomas y el diagndstico varia de 2 a 5 meses™ . Existe escasa evidencia de que el

mayor tiempo transcurrido hasta el diagndstico del MB se asocie a peor prondstico de la
, . .85,86
enfermedad como podriamos aventurar a priori=™>"".

Los sintomas mas frecuentes suelen deberse al aumento de presidn intracraneal por
la hidrocefalia secundaria producida por el crecimiento del tumor, dando lugar en la
mayoria de los pacientes (70-80%) a cefaleas, vomitos, ataxia, irritabilidad, papiledema,
diplopia y nistagmo®’. En los nifios mas pequefios la sintomatologia es mas inespecifica,

como irritabilidad, letargo, macrocefalia (debido a apertura de fontanelas y suturas),

estrabismo y retraso en el desarrollo neurolégico®.
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En funcion de que el origen del tumor sea el vermis o los hemisferios cerebelosos,
serd mas llamativa la presencia de una ataxia truncal o una dismetria de las
extremidades, respectivamente. De forma progresiva, segun el tumor comprima o
invada el troncoencéfalo, aparecen sintomas mas caracteristicos, como empeoramiento
de la ataxia, pérdida de audicién, inclinacién de la cabeza, rigidez del cuello o
disminucion en la fuerza muscular.

Los pacientes con enfermedad diseminada pueden presentar signos y sintomas de
compresién medular por la diseminacidn al canal espinal o convulsiones si la extension

es a hemisferios cerebrales®’.

6.2- ESTADIAJE

Chang®® en 1969 disefié un sistema de estadiaje fundamental para seleccionar la
estrategia de tratamiento adecuada para MB adaptando la clasificacion TNM a estos
tumores, aceptada universalmente y todavia vigente (Tabla 5). La diseminacién del
tumor se determina preoperatoriamente mediante resonancia magnética de imagen
(RMI) de todo el eje cerebroespinal, ademas del andlisis citolégico del liquido
cefalorraquideo (LCR) deseablemente 15 dias después de la cirugia evitando el falso dato

del vertido traumatico.

7. FACTORES PRONOSTICOS

Una de las contribuciones mas importantes de los ensayos aleatorizados de MB es la
identificacién de factores prondstico relacionados estrechamente con los tratamientos y
la supervivencia. Por ello, a los pardametros clinicos clasicos referentes al prondstico del
MB hay que sumarles los perfiles histopatolégico y molecular, que actualmente se
consideran valorables en la estratificacién del riesgo y, por lo tanto, influyentes en la

conducta bioldgica y la respuesta al tratamiento®.
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Tabla 5. Sistema de estadificacion de Chang para meduloblastoma®.

TUMOR

T1 Tumor de <3cm de diametro y limitada a la porcién media del vermis, el lecho del
cuarto ventriculo y menos frecuente los hemisferios cerebelosos

T2 Tumor de >3cm de diametro, invadiendo una estructura adyacente o parcialmente
llenando el cuarto ventriculo

T3 Se divide entre T3ay T3b

T3a Tumor gque invade dos estructuras adyacentes o que llenan completamente el
cuarto ventriculo con extensién hacia el acueducto de Silvio, foramen de Magendie
o el foramen de Luscka, produciendo hidrocefalia acentuada

T3b Tumor que se origina del piso del cuarto ventriculo o del puente y que llena el
cuarto ventriculo

T4 Tumor que se extiende a través del acueducto de Silvio para involucrar el tercer
ventriculo o que se extiende a la porcion superior del corddn cervical

METASTASIS

MO Sin evidencia macroscopica de metastasis subaracnoidea o hematogena

M1 Ceélulas tumorales microscopicas en el liquido cefalorraguideo

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

M3 Siembras nodulares en el espacio subaracnoideo espinal

M4 Metastasis fuera del neuroeje

7.1- FACTORES CLINICOS

La edad del paciente, la extensidon de la enfermedad al diagndstico (presencia de

metdstasis) y el tamafio del tumor residual después de la reseccidn son los mas

importantes

20

29,30,89

Edad del paciente: aunque para la mayoria de los autores, los pacientes
menores de 3 afios presentan un prondstico mas desfavorable®®®, el
impacto de la edad en la supervivencia es un factor dificil de valorar,
principalmente porque no existe unanimidad a la hora de definir los rangos
para agrupar los pacientes. Ademas algunos autores no han encontrado

91-93

relacion entre edad y prondstico™ ~". Las razones de este prondstico tan

desfavorable son la diferencia en el comportamiento biolégico, y las secuelas
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neuropsicolégicas y neuroendocrinas producidas por las dosis de
radioterapia (RT) en el cerebro en desarrollo.

e Extensidon de la enfermedad al diagndstico: la presencia de metdstasis y
diseminacién a otras areas del cerebro o de la médula espinal o al LCR, es el

factor prondstico peor consensuado por diversos autores>>**%

, incluyendo
estudios prospectivos aleatorizados (uno del grupo de estudio del cancer
infantil americano (CCSG)*! y otro de la SIOP’). Hay algunos estudios que no

han encontrado diferencias importantes entre pacientes MO y M1°%°®. El

30% de los nifios presentan enfermedad diseminada al diagnésticogo'gs.
e Enfermedad residual: la reseccidn total o casi total del tumor es un indicador

15,30,92,98

de mejor prondstico, aunque varia segun los estudios . En general, el

tumor residual minimo esta definido como resto tumoral <1.5 cm?tras la

3098 y en la mayoria de ensayos internacionales se excluyen del grupo

cirugia
de riesgo estandar los pacientes con mayor resto tumoral (1.5 cm?). Para la
estimacion de la enfermedad residual se deben comparar las imagenes de

RMI del preoperatorio con las del postoperatorio (72 h post cirugia)®.

7.2- HISTOPATOLOGICOS

Por definicion, el MB es un tumor de célula pequefia que corresponde a un grado
histolégico de malignidad IV de la clasificacién WHO?. Sin embargo, es una neoplasia
altamente heterogénea en cuanto al patrdn histoldgico, porque presenta caracteristicas
tisulares de baja malignidad (desmoplasia y nodularidad) en algunos casos vy
caracteristicas citoldgicas de alta malignidad (pleomorfismo celular y nuclear) en otros.
Asi como otras de proliferacion celular, grado de necrosis y grado de vascularizacion
intratumoral.

De acuerdo a la actual clasificacion del MB, los tumores con diferenciacion
miogénica o melanocitica no se consideraran ya como entidades separadas, sino como
caracteristicas de las diferentes variantes descritas. La evaluacidon inmunohistoquimica y
la tincion de reticulina son obligatorias para definir las caracteristicas histopatolégicas de
este tumor en el estudio diagndstico y asi poder excluir otros diagndsticos diferenciales

como son las neoplasias astrocitarias y ependimarias, el tumor teratoide/rabdoide
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atipico (AT/RT), el carcinoma de plexos y otros. En muchos estudios, se ha observado
gue estas variantes tienen un comportamiento clinico diferente. Por ello, las estrategias
de tratamiento actuales siguen utilizando la histologia como una herramienta necesaria
para la estratificaciéon de pacientes.

Existen estudios que han evidenciado que los MB desmopladsicos (tipo
nodular/desmopldsico y nodularidad extensa (MBEN)) de los nifios tienen mejor
supervivencia que el tipo clasico o de célula grande para el mismo grupo de edad®””.

Por otro lado, el MB de célula grande y el anaplasico difuso asocian caracteristicas de

mavyor agresividad bioldgica, y por ello su presencia es un indicador de peor prondstico®..

7.3- MARCADORES MOLECULARES

Los avances recientes en el conocimiento de la biologia del tumor han confirmado
gue el MB es una enfermedad heterogénea a nivel molecular, y que los marcadores
moleculares podrian ayudar en la estratificacion del paciente por riesgo bioldgico, y en
un futuro personalizar el tratamiento dirigido a estas dianas tumorales moleculares
especificas.

La relacién entre la supervivencia y los marcadores moleculares de pronéstico en el
MB se viene estudiando desde hace 30 afios™ y aunque van apareciendo nuevos
marcadores moleculares, desafortunadamente, solo se utilizan en la clinica, pero sujetos
a ensayos clinicos, algunos candidatos como son la activacién de la via WNT
(determinado por la acumulacidn de B-catenina nuclear) y la amplificacién de oncogenes
MYC. Estos marcadores han sido validados en ensayos clinicos en mas de dos cohortes,
por lo que se han incorporado en los esquemas de estratificacién por riesgo del actual
estudio PNET 5% (Figura 12b).

Los pacientes con alteracién de la sefial WNT/ B-catenina pertenecen a otro
subgrupo de meduloblastomas relacionado con un aumento en la supervivencia'® %
Los casos con activacion de la via WNT/ B-catenina también estan asociados
exclusivamente con la pérdida del cromosoma 6p'®t. Aproximadamente el 25% de todos
los pacientes con MB tienen una via WNT activada, y presentan una mejor supervivencia

. s . ; . 101,102
global en comparacién con los que no tienen la via activada (92% vs 65%)°%*%2,
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La amplificacion de MYCC (6%) y MYCN (4%) se ha observado en el 10% de los

103
. E

meduloblastomas y ocurre predominantemente en la variante mds agresiva (LCA) n

concreto el mal prondstico estd mds asociado al mycc’o*

, pero también estd descrito
gue su baja expresion, particularmente cuando se combina con un incremento de la
expresion del receptor quinasa TrkC, se asocia a un mejor pronésticolos. La neurotrofina-
3 activa el receptor TrkC y regula la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular de
las células granulares del cerebro en desarrollo. Aunque los estudios son limitados, la
expresion elevada de TrkC se considera un predictor independiente de buen prondstico
en meduloblastomas, con una tasa de supervivencia acumulada a 5 afios de 85%°'%".

Por otro lado, el receptor ERBB2 es uno de los marcadores de supervivencia mejor
estudiado, y estd reconocido como marcador de mal pronéstico™®. Un estudio de Gajjar
y colaboradores revelé que un 40% de pacientes con MB presentaba expresidon de
ERBB2, y que pacientes de riesgo estandar con ERBB2 positivo tenian peor supervivencia
libre de progresidon tumoral comparada con los que eran negativos a ERBB2 (tasa de
supervivencia a 5 afios: 54% vs 100%)’".

Durante décadas, se han observado aberraciones citogenéticas recurrentes en
pacientes con MB. La mas comun es la pérdida de material genético del cromosoma 17p,
qgue corresponde a la localizacién de un gen supresor, distinto a TP53, de modo que la
desaparicion del mismo lleva a la expresién tumoral'®. Esta delecién en ocasiones se
asocia a ganancia del 17q, formando un isocromosoma 17q (i[17]q) (Figura 12a). Es un
evento que ocurre en mas del 50% de los MB°. La delecion 17p y el isocromosoma 17q
son mas frecuentes en las variantes anapldsica y clasica que en la desmoplasica.

Otras anomalias cromosdmicas encontradas habitualmente, pero con resultados
gue casi siempre resultan conflictivos, son ganancias en los cromosomas 1q, 3q vy 6q, y

111

pérdidas en los cromosomas 6q y 10q (ver Tabla 6 )*"~. Muy pocos de estos marcadores

han sido validados en ensayos clinicos prospectivos.
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Figura 12. Aberraciones citogenéticas comunes del meduloblastoma. a) Interfase FISH, mostrando

un desequilibrio de nimero de copias del cromosoma 17, caracterizado por delecion del 17p y
duplicacion del 17q (i[17]q). b) Ejemplo de meduloblastoma con un alto nivel de amplificacion del
protooncogen MYCC en el cromosoma 824 por técnica FISH. Imagen tomada de Jones y cols

(2014)"*2,

La identificacion de marcadores moleculares adicionales, que puedan ser Gtiles para
determinar el riesgo, se ha convertido en un objetivo importante para realizar una
estratificacion del tratamiento cada vez mas especifica. Esto es debido a que en la nueva
clasificacién molecular de los meduloblastomas, los subgrupos 3 y 4 estdn menos
caracterizados en este sentido. Por ello se necesitan estudios validados con el mayor

numero posible de muestras.
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Tabla 6. Marcadores moleculares de prondstico en el meduloblastoma reportados previamente.

Tabla modificada de Shih y cols™.

Estudios previos

Marcador
Cohorte Pronéstico
Ganancia 1q mptiai Malo
Ganancia Chr2 SHH® Malo
Ganancia 3q MB® sHH® Malo
Ganancia 6q mB'® Malo
Pérdida Chr6(q) MBLoL-103 Bueno
Pérdida 10q mBHett’ syptt> Malo
Pérdida 17p MBH3AEHE L g lISI6 Gryng 4116 Malo
Ganancia 17q MBO* e oS Grupo 3M°,Grupo 4 | Malo
Iso 17q Mb103,117,120,121 Malo
Amplificacién CDK6 | MB!***?? Malo
Amplificacién GLI2 | SHH'" Malo
Amplificacién MYCC | MB*03104123-126 Malo
Amplificacion MYCN | MB'®*?* sHH® Grupo 4'%1%’ Malo
Amplificacién 0TX2 | MB*?’ Malo

Abreviaturas: Chr, cromosoma; Iso, isocromosoma; MB, meduloblastoma (todos los subgrupos)

7.4- ESTRATIFICACION DE PACIENTES POR GRUPO DE RIESGO

Desde los afios 90, la clasificacidon por riesgo de los MB se ha basado exclusivamente
en factores clinicos de la enfermedad, estratificando los pacientes en riesgo
estandar/riesgo intermedio y riesgo alto segun la edad al diagndstico, el tumor residual
tras la reseccion y el estatus metastasico™.

La estratificacién por riesgo que habia hasta hace poco estaba avalada por el
Children’s Oncology Group americano (COG) y el comité europeo de tumores cerebrales
de la Sociedad Internacional de Oncologia Pediatrica (SIOP), y recogian los siguientes 3

grupos de riesgo:
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- Riesgo estandar/riesgo intermedio: pacientes >3-5 afos, sin evidencia de
enfermedad metastasica (M0) y con reseccidn total o casi total (resto tumoral <1.5 cm?
después de la cirugia).

- Riesgo alto: Pacientes >3-5 afios con enfermedad metastéasica (M1-M4) y/o resto
tumoral posquirurgico 1.5 cm’.

- Los nifios <3-5 afios: estos pacientes solo por edad tienen peor prondstico que
los nifios mas mayores, independientemente de los otros factores. Por esta razén, se
consideran un grupo con su propia categoria de riesgo, con diferentes estrategias en el
manejo de la enfermedad™. Debido a los efectos adversos neuroldgicos tan severos que
implica la RT en el desarrollo neurolégico y madurativo del nifio, el objetivo en este
grupo es evitar la RT craneoespinal, pero se duda que esta decisidon pueda contribuir a
empeorar el prondstico®.

Aunque este tipo de estadiaje ha influenciado los protocolos de tratamiento y ha
contribuido a mejorar los indices de supervivencia en MB, se ha observado que
pacientes del mismo grupo con tratamientos idénticos pueden tener diferentes
desenlaces debido a las diferencias bioldgicas de sus tumores’ . La agresividad de las
terapias empleadas estd asociada a unos efectos secundarios importantes, sobre todo la
radioterapia (RT). Por ello, las investigaciones bioldgicas pretenden identificar
marcadores moleculares que faciliten una estratificacion mas precisa, individualizando

mejor los pacientes de alto riesgo de los de bajo riesgo para evitar toxicidades.

8. TRATAMIENTO

El plan de tratamiento actual del MB se basa, principalmente, en cirugia, seguida de
RT craneoespinal (cerebro y médula) y/o quimioterapia (QT). Desde los afios 80 los
resultados de los sucesivos protocolos internacionales aleatorizados llevados a cabo por
los grupos SIOP europeo, el COG americano, el francés SFOP y los ingleses UKCCSG vy
CCSG han ayudado a optimizar el tratamiento adyuvante, modificando los esquemas de
fraccionamiento de la RT, reduciendo dosis total de radiacion en los pacientes de menor
edad y/o introduciendo QT, con el fin de incrementar la supervivencia y reducir la

toxicidad (ver Tabla 8)™.

26



INTRODUCCION

Tabla 7. Factores prondstico aceptados actualmente en MB, validados en mas de 2 ensayos clinicos.
Marcadores de riesgo favorable y riesgo adverso, incluidas referencias de aval. Tabla adaptada de

Pizer y Clifford, 2009".

Riesgo favorable

Histologf Desmoplasia en pacientes < 3 McManamy et al., 2007;
istelogia afios Rutkowski etal., 2005
o Activacion via WNT Clifford et al., 2006; Ellison et al.
Biologia (acumulacién nuclear de B-
. 2005
catenina)
Riesgo desfavorable
Edad < 3 afios Rutkowski et al., 2005; Zeltzer et
al., 1999
- L Enfermedad metastasica Zeltzer et al., 1999; Bailey et al.
Clinico/Radiologico 1995
Resto tumoral posquirtrgico Pomeroy et al., 2002; Zeltzer et
21.5cm? al., 1999

Meduloblastoma de célula 2z T ETIE(E, 240 188

Histologia .. McManamy et al., 2003; Ellison,
grande y anaplasico 2002
: . . L Lamont et al., 2004; Eberhart
Biologia Amplificacion de genes MYC and Burger, 2003
Cirugia

El abordaje quirudrgico es el primer paso en la estrategia terapéutica del MB, permite
confirmar el diagndstico y resuelve la hipertensiéon intracraneal producida por la
acumulacién de liquido cefalorraquideo debido a la obstruccién por el tumor*?® 1%,
Extirpar la mayor cantidad de tumor sin perjudicar el tejido sano adyacente es
fundamental en el tratamiento, sin descuidar que la estrecha relacién del MB con el
cuarto ventriculo y algunas veces con el tronco cerebral es un riesgo anadido de
morbilidad.

Los avances tecnolégicos en cirugia y anestesia, y la RMI combinada con
instrumentos de navegacion posibilitan al neurocirujano crear un mapa de la ubicacidn
exacta del tumor y permite que la mayoria de los pacientes sean susceptibles de una
reseccion total o casi total del tumor si no existe infiltracién en el cerebelo y en el

trOncol9,29,131—133

. A veces las complicaciones post-operatorias y los déficits neuroldgicos
resultantes de la cirugia no solo influyen en la calidad de vida, también pueden suponer

un retraso en el comienzo de la terapia adyuvante.
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Radioterapia (RT)

Posterior a la cirugia, la RT ha sido reconocida como la piedra angular del
tratamiento adyuvante en el MB pediatrico, ya que este tipo tumoral es muy

radiosensible!**13*

. En pacientes con MB la RT es deseable que se administre en un
intervalo de 42 dias tras la cirugia y asi evitar un impacto negativo en la SG y
supervivencia libre de enfermedad (SLE)%’.

Se administra RT craneoespinal, ya que el MB tiene una tendencia alta a la
diseminacion por el neuroeje, y ademds, una sobreimpresién/boost en la fosa
posterior'®>. El tratamiento convencional administra dosis de radiacién craneoespinal de
35-36 Gy seguida de un boost de 18-20 Gy en fosa posterior (dosis total 54-56 Gy)*”*3°.
Usando este tratamiento, hay estudios que muestran que entre el 55% y el 70% de los
pacientes de riesgo estandar estan vivos y libres de enfermedad progresiva a 5 afos del
diagndstico, pero asocian una morbilidad no deseable?”?***13 | as complicaciones
neurolégicas y neuroendocrinas severas observadas a largo plazo han obligado a
estudiar durante afios como reducir las dosis de RT y su campo de aplicacién, aunque
con un éxito limitado'2%13%139140,

En niflos mayores de 3 afos al diagndstico se ha reducido la dosis de radiacion
craneoespinal a una dosis total de 23,4 Gy en 40 dias junto con un boost localizado en
fosa posterior hasta un total de dosis de 54-55,8 Gy al combinar tratamiento adyuvante
de QT. La supervivencia libre de eventos a 5 afios de este régimen alcanza el 80%2%*.

Teniendo en cuenta que es imposible prescindir de la RT en un futuro cercano,
muchos investigadores han estudiado otras formas menos tdxicas de aplicarla. Una de
las primeras opciones ha sido la introduccién de la RT conformacional, que ha permitido
a los oncologos radioterapicos reducir el campo de radiacion*, ya que en estos casos el
haz de radiacién se configura para ajustarse al perfil de la base del tumor primario con
un margen adicional definido, lo que reduce la toxicidad para los tejidos normales

. 14
circundantes*®

. Por otro lado, esta la alternativa de régimen de hiperfraccionamiento
(HFRT), donde la dosis total se divide en dosis menores que se administran mas de una
vez al dia, suponiendo asi que esta reduccion de la dosis por fraccion puede disminuir el
riesgo de toxicidad tardia, aunque la dosis total se vea incrementada. Pero el papel de la
RT hiperfraccionada como tratamiento en el MB estd muy debatido hoy dia. De hecho,

los datos disponibles del estudio prospectivo europeo HIT-SIOP PNET 4 no proporcionan
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ninguna ventaja en la SG ni SLE en la rama hiperfraccionada, con el agravante de
necesitar soporte anestésico dos veces al dia'*. Aunque un estudio francés con menos
pacientes con MB de riesgo estdndar tratados con HFRT y sin QT adyuvante, observé una
supervivencia libre de progresiéon a 3 afios del 83% y con un estado neurocognitivo
bueno®.

El control de calidad en la RT es importante, sobre todo al reducir dosis, para evitar
recaidas™®'*®,

La terapia de protones permite administrar dosis mads altas de radiacién al tumor y al
no radiar tejidos adyacentes produce menos efectos secundarios. Se alcanza una

supervivencia similar a la RT convencional*¢1%

. Sin embargo, al ser una terapia tan
especializada y que requiere de un equipamiento caro, solo estd disponible en unos
pocos centros. En cualquier caso, hacen falta mds estudios prospectivos, con analisis de
calidad de vida y un seguimiento a largo plazo para confirmar una superioridad clinica de

la protonterapia.

Quimioterapia (QT)

El uso de la QT en el tratamiento del MB se ha convertido en estandar en nifios de
todos los grupos de riesgo, con el objetivo de retrasar o evitar la RT>*#!° 2 QT se usa
como adyuvante a la RT, en ocasiones neoadyuvante como citorreductor del tumor para

disminuir la dosis de la RT o posteriormente a la RT (4-6 semanas tras ésta)’®?’**°, L

a
eleccién del momento de la QT respecto a la RT todavia es controvertida En estudios
americanos la mayoria emplean QT concomitante o post-RT, y en Europa, aunque se
utilizé también la QT antes de la RT solo mejord la supervivencia en los casos
diseminados (SIOP ). En los menores de 3 afios se ha podido evitar radiar algunos
pacientes solo con QT tras la cirugia, bien en ciclos sucesivos o en altas dosis vy
rescate’>**.

Las principales drogas utilizadas en la QT son inhibidores mitdticos y agentes
alquilantes, pero todavia no se han identificado cuales y a qué dosis son las mas éptimas
(vincristina (VCR), cisplatino, lomustina (CCNU), ciclofosfamida, temozolamida y
etopdsido oral, combinado o no)?&141152
Por otro lado, las altas dosis de QT junto con rescate autdlogo con células madre

hematopoyéticas se ha utilizado con resultados excelentes en pacientes con MB
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30153155 E| régimen de alta

recurrente o con mal prondstico y en menores de 3 afos
dosis de QT principalmente consiste en mieloablacion basada en alquilantes, incluyendo
tiotepa (TT) con o sin inhibidores de topoisomerasa, aunque se hayan utilizado otros

agentes.

8.1- PROTOCOLOS DE TRATAMIENTO

En todos los estudios realizados sobre el tratamiento del MB, siempre se ha
intentado estratificar a los pacientes en diferentes grupos de riesgo en base a los
factores prondsticos clinicos y asi, administrar el tratamiento. Con posterioridad se han
ido afadiendo los factores de riesgo biolégico obtenidos en los resultados de los

sucesivos ensayos clinicos, como se observa en la Figura 13.

8.1.1- Tratamientos para pacientes de riesgo estandar
Los pacientes >3-5 afos de riesgo estandar son tratados con protocolos disefiados con el
principal objetivo de reducir lo mas posible secuelas neurocognitivas y neuroendocrinas,

141

sin que se disminuya la supervivencia " . Al reducir post-cirugia la RT craneoespinal a

23.4 Gy, junto con boost en la fosa posterior hasta 54-56 Gy, mas VCR concomitante,

15,141
>141 se alcanzan

seguido de 8 ciclos de QT adyuvante con lomustina, cisplatino y VCR
porcentajes de SLE a 5 afios del 79%-81%%'*!, Este protocolo demostro toxicidades que
impidieron completar los ciclos de QT adyuvante. En estrategias actuales se alternan los
ciclos de lomustina, cisplatino y VCR, con ciclos de ciclofosfamida y VCR. En el ensayo
aleatorizado SIOP-PNET 4, una de las rama utilizaba el esquema previo de Packer®® con
RT convencional reducida, pero con VCR semanal concomitante durante la RT, y en la
otra rama RT hiperfraccionada. En ambas ramas la QT adyuvante era igual. Los
resultados de este estudio aportaron que no habia diferencias significativas en la
supervivencia global de ambas ramas, con un 87% para la rama de RT estandar y un 85%
para la RT hiperfraccionada'*. Asimismo al afiadir VCR concomitante con RT aumentaba
la toxicidad'. Con los resultados obtenidos de las muestras bioldgicas incluidas en el
PNET 4 se introdujeron los criterios moleculares para los ensayos clinicos actuales en
SIOP Europa, igual que se establecieron en estudios americanos, pudiéndose llegar a un

1
consenso en 2014%°,
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Figura 13. Esquema de tratamiento del meduloblastoma. Imagen tomada de Crawford JR y cols. (2007)18.

32




INTRODUCCION

8.1.2- Tratamientos para pacientes de alto riesgo
Los pacientes de alto riesgo, excluyendo los menores de 3 anos de edad, se definen
por la positividad de enfermedad metastasica (M1/M2/M3/M4) observado en el 30% de
los pacientes) y/o enfermedad residual post-cirugia. El tratamiento estandar para estos
pacientes incluye RT craneoespinal inicial a dosis total de 35-36 Gy, con sobreimpresion

1534 Cuando existen implantes tumorales ademads del resto

a fosa posterior de 18-20 Gy
post-quirdrgico, pueden administrarse iguales dosis que en el boost. En estos casos los
esquemas de QT dependen de protocolos utilizados en los diferentes paises, y pueden
ser ciclos convencionales, aunque cada vez mds se utilizan las altas dosis de QT con

1528157158 " cada vez estd mds

rescate de trasplante de progenitores hematopoyéticos
extendido el abordaje quirurgico de segunda intencidn en los casos de resto tumoral,
permitiendo que estos pacientes puedan ser considerados para su inclusidon en
protocolos de tratamiento de riesgo estandar™.

Con los tratamientos actuales, la supervivencia para los pacientes de alto riesgo
tiene un rango amplio (30-70%), aunque la mayoria coincide en porcentajes bajos, no

su periores al 40%15,28—30,32,34,35,89,159.

8.1.3- Tratamientos para pacientes menores de 3-5 afios

En el pasado, la supervivencia de estos pacientes con MB era menor respecto a nifos
de mds edad. Las posibles razones podrian ser el retraso en el diagnéstico, el riesgo en la
cirugia, el aumento de la toxicidad tras la RT, tratamiento insuficiente, y tumores
biolégicamente mads agresivos. A mediados de los 80, se introdujo la edad de 3 afios
como limite en muchas estrategias con el intento de retrasar u omitir la radiacion y
mejorar los efectos secundarios se disefiaron protocolos basados en ciclos sucesivos de
QT que asociaban ademads tratamiento intraventricular®>’>491°,

El POG1 (Pediatric Oncology Baby protocol) fue el primer estudio cooperativo amplio
gue se realizé con el objetivo de retrasar la radiacién usando QT convencional, y fue
seguido por numerosos grupos americano (CCSG) y europeos (SFOP, Asociacién ltaliana
de Oncologia Pediatrica (AIEOP) y Sociedad Alemana de Oncologia y Hematologia
Pedidtrica (GPOH))"®*®*. Todos los estudios iniciales mostraron gue en algunos pacientes
con MO/RO se lograba controlar la enfermedad solo con QT convencional, y que en los

75,149
. P

casos con metastasis y/o resto tumoral la enfermedad no se podia controlar or
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ese motivo se utilizaron altas dosis de QT con rescate de trasplante de progenitores, que
se mantiene en los protocolos actuales de tratamiento, al observar una mejoria en la

162163 Ademas, como alternativa a la radiacién de

supervivencia global y libre de eventos
todo el eje craneoespinal, se utiliza la radiacion focal del tumor'® y estd en estudio
reducir la dosis total a 18 Gy y disminuir el volumen del boost en fosa posterior en los
nifos pequeﬁos77’132.

En estudios alemanes, la supervivencia libre de enfermedad en menores con
reseccion completa tumoral y sin metdastasis solidas alcanza el 82%, y para los
metastasicos o enfermedad residual, es del 33% y el 50% con seguimiento a 5 afios. En
este mismo grupo, los tumores de tipo desmopldsico alcanzan el 85% de supervivencia

libre de enfermedad con este tratamiento’.

8.1.4- Tratamientos para pacientes con recaida
Los pacientes diagnosticados de un MB que sufren una recaida tras haber sido
sometidos a tratamiento todavia tienen menos posibilidades de curarse. La mayoria de
las recaidas ocurren dentro de los dos primeros afos del diagndstico y son

leptomeningeas®*°.

Las opciones de tratamiento en estos casos dependen del
tratamiento que haya recibido anteriormente, si la recaida es con metdstasis o no, y de
las condiciones del paciente. Repetir cirugia seria la primera opcién de tratamiento, la RT
focal sobre la recaida en casos que ya hubieran recibido radiaciéon craneoespinal y por
ultimo, una segunda linea de QT. Por otro lado, se ha evidenciado que la QT a dosis altas
con trasplante de células madre consigue algunas remisiones en casos de recaida sin
metastasis.

Para los casos sin RT previa las supervivencias pueden llegar al 20-30%'%, aunque no
superan el 2% en casos radiados™. Se utiliza el tratamiento metronémico paliativo en
estos pacientes que no han respondido a la terapia convencional previa o incluso a
tratamientos de segunda y tercera linea por su caracter antiangiogénico y porque
permite la administracion mayoritariamente oral™®®*®. pero no hay estudios
aleatorizados ni numéricamente importantes que demuestren su impacto en la

supervivencia. Recientemente un estudio aleatorizado concluye, que el tratamiento

metrondmico no mejora la supervivencia libre de tumor a 6 meses en el cancer infantil
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comparada con el placebo, aunque los pacientes puedan tolerar los ciclos de

tratamiento’°.

8.2- EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS AL TRATAMIENTO

La mejoria descrita en la supervivencia de los pacientes pediatricos diagnosticados
de MB se acompafia generalmente de un porcentaje cada vez mayor de problemas
derivados del tratamiento. Estos pacientes sufren efectos secundarios a largo plazo en
forma de alteraciones neuropsicoldgicas, defectos neuroendocrinos, pérdida de audicion
y aparicién de segundos tumores.

Las alteraciones cognitivas se observan en un 40%-100% de los pacientes que
sobreviven a un tumor cerebral. Este dafio suele ser debido al desarrollo del tumor, a la
cirugia realizada y sus complicaciones, y a la RT y QT administrada. Ademas, se ha
descrito que la gravedad de la alteracidn intelectual estd inversamente relacionada con
la edad del pacientel.

En general, estos pacientes tienen un resultado neurocognitivo y psicosocial pobre,

presentando dificultades sociales y educativas de por vida®.

9. AVANCES EN LA BIOLOGIA DEL MEDULOBLASTOMA

El uso de nuevas tecnologias de alta resolucion en el marco de la gendmica del MB,
como las plataformas de microarrays de expresién, microarrays de metilacién y
ultimamente la Next-Generation Sequencing (NGS), han permitido importantes avances
en el conocimiento de la heterogeneidad molecular que subyace en este tipo de tumor,
facilitando reconocer distintos subgrupos moleculares, con comportamientos muy
diferentes que requieren diagndsticos precisos y diferentes enfoques terapéuticosl71'174.

Los hallazgos mas significativos en las vias de sefializacidon involucradas en Ia
patogénesis del MB se han conseguido tras la investigacion de sindromes familiares que
predisponen al desarrollo del mismo. Como ya se ha comentado, muchos de los defectos
genéticos que causan estos sindromes desempefian un papel mas amplio en la aparicion
del MB esporadico por su implicacion directa en las vias de sefializacion celular Wingless
(WNT) y Sonic Hedgehog (SHH), que son esenciales en el desarrollo neuronal y cerebelar

normales, y se activan anormalmente en algunos subtipos de MB** 3945,46,55,175,176
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Figura 14. Vias de sefalizacién Sonic Hedgehog (A) y Wnt/Wingless (B) en
meduloblastoma. Flecha amarilla=efecto estimulador, flecha roja=efecto inhibidor,
P=fosforilacidn. Las mutaciones de la via indicadas con ** son las reportadas en MB,
y estan asociadas con la activacion anormal de la via. Imagen modificada de Pizer y

Clifford (2009)"

9.1- RUTA DE SENALIZACION WNT

La via de sefializacion WNT es un regulador critico en células madre y es esencial
para el buen desarrollo embrionario. Controla estrechamente la comunicacién entre
células en multiples eventos del desarrollo y estd implicada en muchas enfermedades,
particularmente en cancer”’. La cascada de WNT regula la proliferacion celular, la
especificacion del destino celular, y la diferenciacién celular mediada por B-catenina, por

177 Esta via

ello, a menudo se le llama via dependiente de B-catenina o via canénica WNT
regula la localizacién intracelular de la B-catenina, que es un activador transcripcional
clave (Figura 14B). La estimulacion de la seflal WNT permite la translocacién de (-
catenina al nucleo, transactiva los complejos transcripcionales TCF/LEF, y activa los
genes diana pro-tumorigénicos localizados aguas abajo, incluyendo la ciclina D1 y el

oncogén MY
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Por lo tanto, la estabilizacion de |la proteina B-catenina nuclear es indicativo de la
activacion de la via WNT.

La activacién andémala de WNT afecta al 18-30% de todos los casos de MB'**7°,
Estos pacientes van a presentar perfiles de expresidén génica y patrones de aberraciones
genéticas especificasm. A nivel mutacional, aproximadamente el 10% de los casos de
MB contienen mutaciones oncogénicas en el gen CTNNB1 que codifica para B-catenina.
Las mutaciones de otros componentes de la via (APC, AXIN1 y AXIN2) afectan cada uno a
un 2,5% de los casos. No se han detectado mutaciones en GSK3-8176:179:180

Hay una relacién directa entre las mutaciones observadas en CTNNB1 y la
acumulacién de B-catenina nuclear observada por inmunohistoquimica en las muestras,

detectando mutaciones en el 60-70% de los casos B-catenina nucleopositivos %172,

9.2- RUTA DE SENALIZACION SHH

La ruta SHH es clave en el desarrollo cerebeloso normal, donde el ligando SHH es
secretado por las neuronas de Purkinje y promueve la mitogénesis en células
progenitoras de la capa granular externa durante el desarrollo tempranom. La
respuesta a la sefial SHH es controlada por dos proteinas transmembrana, PTCH y su
proteina asociada SMO (Smoothened) (Figura 14A). En ausencia del ligando SHH, PTCH y
SMO forman un complejo inactivo mediante el cual PTCH suprime la actividad de SMO,
gque es la molécula que tiene actividad en la senalizacidn intracelular. Tras la
estimulacion de SHH, se elimina esta inhibicion y SMO envia una sefial al nucleo de la
célula que conduce a la activacion/represidn de ciertos genes. El factor de transcripcién
GLI, activado por esta via de senalizacidon, promueve la proliferacién celular. En
condiciones normales este factor se encuentra secuestrado en un complejo
citoplasmatico formado por proteinas asociadas al citoesqueleto, como SUFU. Cuando la
via se activa, GLI se libera del complejo y en el nucleo regula la transcripcién de sus
genes diana.

La activacion aberrante de la via SHH se produce por mutaciones que afectan a
multiples componentes de la via. Ademds de las mutaciones en PTCH1 (hasta el 30% de
los casos), se han descrito mutaciones que activan SMO en el 5% de los casos. También

se han descrito mutaciones en SUFU, que es otro regulador negativo de la via SHH,
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45,46,181,182
. Estas

aungue su incidencia y su implicacién es mas baja (0-10% de los casos)
mutaciones resultan en una activacidon constitutiva inapropiada de la via SHH, y en
efectos mitogénicos aguas abajo, probablemente mediados por la sobreexpresion de
proteinas GLI y mediadores de respuesta aguas abajo (por ejemplo MYCN y ciclina D1)*’%,
Por esa razén, una sobreexpresion celular de GLI1 y GLI2 resulta ser un marcador de la

activacion de SHH en MB.

9.3- CLASIFICACION MOLECULAR DEL MEDULOBLASTOMA BASADA EN PERFILES DE
EXPRESION GENETICA

Los nuevos hallazgos en la biologia molecular del MB han cambiado el escenario de
clasificacién y tratamiento del tumor, ya que estudios de perfil transcripcional realizados
en cohortes de MB sugieren la existencia de diferentes subtipos moleculares. En la
conferencia de Boston del 2010, los expertos establecieron por consenso cuatro
subgrupos moleculares (WNT, SHH, Grupo 3 y Grupo 4) y reconocieron el potencial de

80116174183 Se nombraron los grupos WNT y

multiples subtipos dentro de cada subgrupo
SHH, porque se creyé que estas rutas de sefializacion estan especialmente implicadas en
la patogénesis del MB. En los casos del Grupo 3 (tiende a albergar amplificacion MYC) y
del Grupo 4 (tiende a tener isocromosoma 17q) se sabe menos de su patogénesis, y se
eligieron nombres mds genéricos. En un posterior encuentro en 2013 en Perth, Australia,

1% Ena

se consensuaron los criterios de diagndstico para cada uno de los cuatro grupos
actual clasificacion de la WHO del 2016, los MB con WNT activado y los MB con SHH
activado se clasifican por separado de los tumores sin WNT vy sin SHH activado, que
comprenden los tumores del Grupo 3 y los tumores del Grupo 4, que son variantes
provisionales, porque no estan tan bien definidas molecularmente con las técnicas
clinicas de laboratorio de hoy en dia. Ademas, se reconoce que dentro del grupo SHH

hay otras dos entidades mas, el SHH-TP53 wildtype y el SHH-TP53 mutado, debido a que

tienen resultados clinicos muy divergentes.
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WNT (~10%) SHH (~30%) Group 3 (~25%) Group 4 (~35%)
Clinical features
Gender ratio (M/F) ~1/1 ~1.5/1 ~3/1
Age distribution ARE et o 107 g LD ===
Blosimmmmaet IR s £ 051----
"Infant Childhood Adult “Infent Childhood Adult “Infant Childhood Adult "infant Childhood Adult
Histology Classic: very rare LCA Classic > desmoplastic/ Classic >LCA Classic; rarely LCA
nodular > LCA > MBEN
Metastasis at diagnosis ~ ~5-10% ~15-20% ~40-45% ~35-40%
Overall survival (Syears) ~95% ~75% ~50% ~75%
Proposed cell of origin Lower rhombic lip CGNPs of the EGL and Prominin 1*, lineage" neural  Unknown
progenitor cells cochlear nucleus:; neural stem cells; CGNPs of the
stem cells of the SVZ EGL

Genomic features

Cytogenetics
B Gain
M Loss 14q
9q~ 104" 47~
6
Driver genes* * CTNNB1 (90.6%) * PTCH1 (28%) * MYC (16.7%) * KDMG6A (13%)
« DDX3X (50%) » TP53(13.6%) * PVT1(11.9%) « SNCAIP (10.4%)
* SMARCA4 (26.3%) *MLL2(12.9%) * SMARCA4 (10.5%) * MYCN (6.3%)
e MLL2 (12.5%) * DDX3X(11.7%) « OTX2 (7.7%) * MLL3(5.3%)
* TP53 (12.5%) * MYCN (8.2%) » CTDNEP1 (4.6%) * CDK6 (4.7%)
* BCOR (8%) * LRP1B (4.6%) * ZMYM3 (3.7%)
* LDB1 (6.9%) o MLL2 (4%)
» TCF4(5.5%)
« GLI2 (5.2%)
Expression signature WNT signalling SHH signalling * MYC signature Neuronal signature

* Retinal signature

Figura 15. Factores clinicos y genéticos de los subgrupos de MB. Imagen tomada de Northcott y cols
(2012)***. BCOR, BCL6 co-repressor; CDK®6, cyclic-dependent kinase 6; CGNps, cerebellar greanule neuron
precursors; CTDNEP1. CTD nuclear envelope phosphatase 1; CTNNB1, B-catenin; EGL, external granule
cell layer; GLI2, GLI famnily zinc finger 2; KDMG6A, lysine-specific demthylase 6A; LCA, large cell and
anaplastic; LDB1, LIM domain binding 1; LRP1B, low density lipoprotein receptor-related protein 1B;
MBEN, medulloblastoma with extensive nodularity; MLL, mixed lineage leukaemia; OTX2, orthodenticle
homeobox 2; PTCH1, patched 1; SCNA, somatic copy number aberration; SHH, sonic hedgehog;, SNCAIP.
a-synuclein inteinteracting protein; SPTB, spectrin-8 erythrocytic; SVZ, sinventricular zone; TCF4,
transcription factor 4, TNXB, tenascin XB.

*La frecuencia, la demografia, los factores clinicos y los perfiles citogenéticos del subgrupo derivaron de

una cohorte de 827 meduloblastomas distribuidos en subgrupos descritos por Northcott y cols™

*los genes conductores estan determinados por la frecuencia relativa de las mutaciones o SNCs (single-
nucleotide changes) que afectan a los genes en cada subgrupo, como ha sido descrito en recientes
estudios de secuenciacidén y copy number en meduloblastomas.

9.3.1- Subgrupo WNT
Este subgrupo se caracteriza por la activacién de la via WNT, que se puede
demostrar por la acumulacidon de inmunoreactividad de B-catenina en el nucleo de la
célula tumoral.
Los tumores WNT suponen el 10-15% de todos los MB, y aungue se piensa que son el
subgrupo mas raro, es el mas estudiado y el que mejor prondstico tiene a largo plazo,

094,102/116,185

con una supervivencia global de los pacientes que alcanza el 9 . Casi todos los

tumores WNT son de tipo clasico, habiéndose descrito algin caso con histologia LCA, y
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80183 Este subgrupo presenta siempre un ratio hombre:mujer de

rara vez metastatizan
1:1, aunque con un ligero predominio femenino®. Se diagnostica en nifios de todas las
edades, pero se ve raramente en nifios muy pequefios. Cuando los pacientes son
menores de 16 afios tienen un prondstico excelente si son tratados con tratamiento
estandar. Por el contrario, en adultos con tumores WNT, este efecto benefactor
prondstico no se mantiene, como se ha comprobado en algunos estudios'®**®’.

Una evaluacion dptima de este subgrupo combina ademas de la inmunohistoquimica,
el estudio de mutaciones del gen CTNNB1 y la monosomia del cromosoma 6, ya que mas
del 85% de los tumores con la via WNT activada muestran una o las dos

a Iteraciones3,101,102,116,183

. En el diagnéstico también se puede utilizar métodos de
metilacion de ADN y andlisis de expresion génica'®®. Cabe destacar que este tipo tumoral
tiene un perfil de metilacién completamente diferente al resto de subgrupos, ya que
segun sugieren estudios recientes con modelos de ratén con tumores WNT, su origen
estd en células progenitoras del labio rémbico inferior del cerebelo, ocupando el IV

ventriculo e infiltrandose en la parte dorsal del tronco™.

9.3.2- Subgrupo SHH
Los MB del subgrupo SHH constituyen alrededor del 30% de todos los

116,183

diagnosticados Los pacientes con este tipo de tumor alcanzan tasas de

supervivencia a 5 afios de aproximadamente el 75% con los tratamientos estandar
actuales®®*%°,

Principalmente los casos con SHH activado predominan en nifios muy pequenos (<3
afios) y en mayores de 16 aflos o mas, llegando al 70% entre las dos franjas de edad. La
distribucidn del sexo es similar a la observada para los MB en general, con un ratio de
hombre:mujer de 1.5:1. Los tipos histoldgicos desmoplasico y MBEN son predominantes
en este grupo, pero también se encuentran pacientes con tipo cldsico o tipo célula
grande/anaplasico (LCA). Este subgrupo de MB es poco propenso a metastatizar (M+).
Respecto a la supervivencia, los casos SHH parece que representan un prondstico
intermedio, aunque dependiendo del genotipo subyacente, puede haber algun grupo de
pacientes especifico con mejor resultado.

El gen PTCH1 es el prototipo de gen supresor de tumores en este grupo, junto con el

gen SUFU. De hecho, las mutaciones en estos dos genes estdn restringidas a este
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subgrupo de MB. Asimismo, se ha observado que los tumores SHH con mutaciones en el
gen TP53 tienen una supervivencia mucho peor que los que son TP53 no mutado>>**.

La pérdida de heterocigosidad (LOH) en los cromosomas 9q y 10q también es una
caracteristica de los meduloblastomas SHH. Se han propuesto con poco éxito estudios
comparativos basados en inmunohistoquimica con SFRP1, GLI1 y GAB1l para la
identificacion de estos MB, ya que todos ellos tienen una aparente especificidad por

185,190,192

este subgrupo . En los ensayos clinicos actuales se utilizan terapias dirigidas a

esta via, con fdrmacos inhibidores como Vismodegib e ltraconazole'®*%,

9.3.3- Subgrupo 3

Los meduloblastomas denominados genéticamente Grupo 3 corresponden al 25% de
todos los casos, y se asocian practicamente a pacientes pediatricos, con casos muy
aislados en adultos™®’. Hay un sesgo de género masculino en este grupo, observandose
un ratio entre hombres y mujeres de 2:1. Los tipos histolégicos clasico y LCA son
habituales. La enfermedad metastdsica es muy comun en este grupo, y se ha descrito en
mas de la mitad de los casos. Estos pacientes tienen un prondstico verdaderamente
malo con una supervivencia a 5 afios del diagndstico menor del 60%'10173174,

Es muy caracteristico de este subgrupo la amplificacién de MYCC, encontrandose en
el 15-20% de los casos'®®. Las aberraciones citogenéticas como la ganancia del

cromosoma 1q y 7, y la pérdida de los cromosomas 8p, 11, 16q y i[17]q también son

comunes en el Grupo 3.

9.3.4- Subgrupo 4

El Grupo 4 de MB representa al subgrupo mas comun, llegando al 35-40% de todos
los casos™®. Estos tumores ocurren en todos los grupos de edad; aun asi, predominan en
la infancia y en la adolescencia. Se observa un sesgo muy importante respecto al sexo,
con un ratio hombre:mujer de 3:1. La histologia observada se relaciona con MB clasico y
LCA. Un tercio de los pacientes presentan enfermedad metastdsica. Similar al subgrupo
SHH, los pacientes de este grupo tienen una supervivencia intermedia, pero hay
evidencia creciente de heterogeneidad clinica en los de este grupo'®*%>.

Citogenéticamente los MB del Grupo 4 muestran algunas similitudes con el Grupo 3,

sobre todo la alta prevalencia de i[17]q, ya que se detecta en el 70-80% de los pacientes
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de este grupo. La pérdida del cromosoma X en las mujeres del Grupo 4 es un evento
también frecuente (80%).

Los MB de este grupo siguen siendo los menos entendidos genéticamente, aunque
en estudios recientes se han descrito algunos candidatos interesantes como marcadores
para este grupo, por ejemplo, el CDK6 y el MYCN son proto-oncogenes que se ven

122,183
’

amplificados el gen KDMG6A aparece frecuentemente delecionado

homocigéticamente®?, y las duplicaciones del gen SNCAIP también se han descrito

exclusivamente para el grupo 48,
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1. HIPOTESIS

Gracias a los ensayos clinicos disefiados para mejorar el diagndstico y el tratamiento
de los meduloblastomas pediatricos, se han alcanzado supervivencias superiores al 70%.
Asimismo, se ha comprobado que la estratificacién de los tratamientos por riesgo clinico
e histoldgico no es suficiente en muchos casos, ya que estos factores estan influenciados
por la biologia del tumor.

Por esta razén intentamos evaluar hasta qué punto los factores bioldgicos
correlacionan con el comportamiento de la enfermedad tumoral y la supervivencia de
este grupo de pacientes. Se pretende entender mejor la biologia del tumor, establecer un
sistema mas preciso de estratificaciéon del tratamiento asociando el riesgo clinico y

bioldgico en los pacientes diagnosticados de MB y ver su interés traslacional.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la caracterizacién de la cohorte nacional de
pacientes pedidtricos afectos de MB, mediante el estudio de factores prondsticos clinicos
y moleculares que tengan relacion directa tanto en la supervivencia global como en la
supervivencia libre de eventos.

Para ello se plantean los siguientes objetivos secundarios:

Caracterizar de forma uniforme el riesgo clinico, histopatolégico y biolégico de

todos los pacientes incluidos en el estudio.

e Poner a punto los estudios moleculares en meduloblastomas pediatricos para

su inclusidn en futuros ensayos clinicos.

e Determinar factores prondsticos moleculares por medio de técnicas validadas

de inmunohistoquimica y FISH.

e Analisis de supervivencia global y supervivencia libre de eventos al comparar

riesgo biolégico asociado al riesgo clinico.
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Confirmar que los resultados obtenidos en nuestra cohorte de pacientes
pediatricos son equiparables a los resultados obtenidos por otros grupos,

utilizando los mismos parametros.

Trasladar los hallazgos obtenidos al grupo de tumores cerebrales de la
Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pedidtrica para contribuir a
consensuar un tratamiento uniforme de los meduloblastomas en pacientes

pediatricos de nuestro pais.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo de 187 pacientes pedidtricos con edades
comprendidas entre 0 y 18 afios diagnosticados y tratados de MB en el Hospital
Universitario Cruces y otros 23 Hospitales nacionales que han colaborado, entre los afios

1975 y 2015.

2. POBLACION DE ESTUDIO

2.1- OBTENCION DE LOS CASOS

Los casos de MB pediatrico de este estudio se analizaron durante el periodo 2007 y el
2015. Tras la peticion de colaboracién realizada a las unidades de Oncologia Pediatrica de
hospitales nacionales, algunos centros colaboraron de manera retrospectiva y prospectiva,
dado que ya habian participado con el envio de muestras para estudios previos. Mientras
que en otros se realizd la colaboraciéon de manera prospectiva.

Los servicios de Anatomia Patoldgica de los hospitales colaboradores enviaron bloque
de tejido tumoral parafinado o en su defecto 5-6 cortes para los estudios histopatoldgicos
y moleculares. Ademads, se solicitd a los oncélogos pedidtricos responsables los datos
clinicos de interés (fecha de nacimiento, fecha de diagndstico, edad al diagndstico, sexo,
estadio T y M, resto tumoral post-cirugia y tratamiento). Con posterioridad, anualmente
se solicitaron los datos de seguimiento (recaida, exitus, supervivencia libre de eventos y
supervivencia global) de los pacientes incluidos. Todos estos datos, tanto clinicos como

moleculares, se recogieron en una base de datos Excel creada para el estudio.

2.2- DESCRIPCION DE LA SERIE

La serie estudiada englobd 218 pacientes con diagndstico histopatoldgico de MB.

Todos los pacientes fueron diagnosticados en un periodo de 40 afios (1975-2015).
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Tabla 9. Casos enviados por hospitales.

Retrospectivos Prospectivos

Hospital de procedencia | Casos enviados

(hasta 2007) (después 2007)

Albacete

Central de Asturias

Gregorio Marafion

La Fe

EEC s s

Carlos Haya

[ (0 [

Reina Sofia

Santiago de Compostela

EECCC s S s

Sant Joan de Deu

Toledo

VaII d’Hebron

___

Virgen del Rocio

Ot ___
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3. DIAGNOSTICO Y REVISION HISTOPATOLOGICA

La caracterizacion del tejido tumoral se realizd en primer lugar en los servicios de
Anatomia Patolégica de los hospitales de procedencia, y tras su envio al Hospital
Universitario Cruces, se realizd una revisidon patoldgica centralizada de la muestra para
confirmar el diagndstico de MB que consistié en el examen de preparaciones tefiidas con
hematoxilina/eosina (H&E) y reticulina partiendo de muestras de tejido tumoral
parafinado.

El estudio inmunohistoquimico se amplié incluyendo diferentes anticuerpos de
caracterizacion celular como la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP), sinaptofisina,
neurofilamentos (NFP), proteina epitelial de membrana (EMA), INI-1, vimentina y el factor
de proliferacién Ki-67, para poder excluir otros diagndsticos diferenciales como son las
neoplasias astrociticas y ependimarias, el tumor teratoide/rabdoide atipico, el carcinoma

de plexos coroides y otras entidades.

4. EXTRACCION DE ADN

El ADN gendmico de las muestras parafinadas se extrajo por método estandar con el
kit de extraccion DNeasy (Qiagen, Germany). Se procedié segun las instrucciones del
fabricante.

La cuantificacidn de la concentracién del ADN se determind con un espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) en un volumen de 2 ul de muestra. La relacién
obtenida entre las densidades dpticas (DO) medidas a longitudes de onda de 260 y 280
nm (ratio DO,e0/D03g0) proporciond una estimacién de la pureza del ADN. Asi, valores
comprendidos entre 1.8 y 2 indicaron que la pureza del ADN era alta. EI ADN se conservé

congelado a -202C hasta su analisis.

5. INMUNOHISTOQUIMICA

Antes de proceder a la aplicaciéon de la técnica, los cortes de tejidos fijados con formol
e incluidos en parafina se sometieron a desparafinacién y rehidratacion. El procedimiento
de la IHQ consistid en sumergir los portas con buffer citrato (pH 6.0) o con buffer Tris-

Edta (pH 9) en un moddulo de pretratamiento (PT Link, Dako) para realizar el
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desenmascaramiento antigénico. Después se dejaron enfriar los portas inmersos en
buffer durante 10 min antes de continuar con el proceso. Una vez atemperadas las
muestras seguimos la tincidn con un sistema de procesamiento de portas automatizado
(Autostainer Link48, Dako). El protocolo automatizado comenzé con un lavado con
solucién tampdn, y se bloqued la peroxidasa enddgena durante 5 min con Envision FLEX
Peroxiase-Blocking Reagent (Dako). Se volvié a lavar con solucion tampédn. Se incubaron
los portas en la cdmara con el anticuerpo primario correspondiente durante 30 min.
Pasado el tiempo de incubacion se lavaron con solucién tampdn y se volvieron a incubar
en la camara con el sistema de Visualizaciéon durante 30 min. Se lavé con tampdn fosfato
salino (PBS) y se cubrieron los cortes con cromégeno (Diaminobencidina) 3 min, se hizo
otro lavado con PBS (este ultimo paso se repite 3 veces). Finalmente se realizd el
contraste con Hematoxilina de Harris durante 1 min, seguido de un par de lavados con
agua destilada y PBS. Los portas se deshidrataron y se montaron para su visualizacion.
Los anticuerpos primarios utilizados para el primer marcaje fueron:
a) Anticuerpo monoclonal anti-p53, clone DO-7 (Dako Diagndsticos, S.A.)
b) Anticuerpo policlonal anti-B-catenina (Mdster Diagndstica S.L.)
Los resultados se analizaron mediante microscopia 6ptica.

» p53: se evalud la expresion de la proteina a partir de la presencia de células
tumorales positivas. Se valoraron positivas aquellas células con un nucleo
tumoral visible y tefiido tanto de forma intensa como débil. Se codificd la
expresion de la proteina como la media de los porcentajes de células positivas
sobre el numero total de células observadas en las 4 zonas mas
representativas del tumor.

o Porcentaje bajo de expresidn o negativo, tumor con un valor igual o
inferior al 50%.

o Porcentaje alto de expresidn o positivo, tumor con un valor superior al
50%.

» B-catenina nuclear: se clasificaron las muestras como positivas cuando se
detectd expresidn nuclear de B-catenina en 210% de las células tumorales y

negativa en los casos con expresion ausente o inferior al 10%.
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6. ANALISIS DE MUTACIONES EN EL GEN CTNNB1

El analisis de mutaciones en el gen CTNNBI1 se llevd acabo en los casos en que la IHQ

de la B-catenina fue positiva o dudosa para contrastarla con el estatus genético.

6.1- AMPLIFICACION POR PCR

Asi pues, se analizaron las mutaciones en el exén 3 del gen CTNNB1 (Genbank
reference sequence X89579) mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
posterior secuenciacion de las dos hebras de ADN con el método Sanger.

La mezcla de reaccidn de PCR consistié en dNTPs (0,2mM), Taq buffer con Mg*?* (1x),
cebadores (10 pmol/primer), KAPA Taq polimerasa y ADN tumoral (50ng) en un volumen

final de 25 pl. Las caracteristicas de los cebadores se detallan en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de los cebadores (primers) utilizados para la secuenciacion del
exon 3 del gen CTNBB1.

Tamaiio producto

Primer Secuencia Tm amplificado (pb)

CTNNB1_F GATTTGATGGAGTTGGACATGG 61°C
CTNNB1_R TGTTCTTGAGTGAAGGACTGAG 57°C

Tm: temperatura de melting

218

El proceso de la reaccién fue el siguiente: una primera incubaciéon a 959C durante 5
minutos, y 35 ciclos de reaccion que se dividen a su vez en 3 etapas de 30 segundos cada
una y que se caracterizan por la temperatura a la que tienen lugar: desnaturalizacién
(959C), hibridacion (602C) y extension (722C). Se afiadié un paso final de 10 minutos a
72°C.

El producto de PCR se purificd con el kit QlAquick (Qiagen, Germany). Se procedio

segun las instrucciones del fabricante.

6.2- ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La electroforesis es la técnica mas utilizada para el analisis de DNA. Asi, el producto de
amplificado de un tamafio de 218pb, se sometid a una electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con GelRed™ (90V y una duracién aproximada de 30 minutos). El marcador

empleado fue HyperladderTM V.
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6.3- SECUENCIACION

La secuenciacidon de las muestras se llevd a cabo siguiendo el método de Sanger
(secuenciacion por dideoxinucleétidos). Para ello se utilizo el kit utilizado fue BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™), que incorpora todos los
componentes necesarios para la secuenciaciéon, excepto el DNA y el primer. En esta
mezcla se incluyen los cuatro dNTPs, una polimerasa y sus cofactores, el tampdén de
reaccioén y los cuatro didesoxinucleétidos marcados cada uno con un fluorocromo distinto.

Previamente a la realizacion de la reaccién de secuenciacion, es necesario purificar los
productos de PCR que se pretende secuenciar. Con dicho proceso se eliminan los restos
de dNTPs sobrantes y secuencias de DNA de cadena sencilla (restos de oligonucledtidos).
Para ello se llevé a cabo una reaccién enzimatica con la mezcla de exonucleasa y fosfatasa
alcalina, con el kit ExoSap IT (USB).

Posteriormente a la reacciéon de secuenciacién, se purificd el producto mediante el
protocolo de precipitacion con etanol y acetato sdédico, con el fin de eliminar
terminadores (dideoxinucledtidos) no incorporados a la reacciéon y minimizar asi el ruido
de fondo.

La electroforesis capilar se realizé en los analizadores genéticos ABI3130x| o ABI3130
Genetic Analyzer (Life Technologies), con las condiciones estandar. Tras la electroforesis,
la secuencia fue examinada y procesada con la ayuda de los programas Sequencing
Analysis v.5.2 software (Life Technologies) y SeqScape v.2.5 software (Life Technologies).

Tras el analisis del electroferograma se procedié al alineamiento de la secuencia

obtenida frente a la secuencia consenso de las bases de datos.

7. FISH

Es una técnica molecular que utiliza sondas de ADN marcadas con un fluoréforo para
detectar o confirmar anomalias génicas o cromosdmicas que generalmente estan mas alla
de la capacidad de resolucién de la citogenética de rutina. Se puede aplicar sobre ntcleos
interfasicos de extensiones celulares o cortes de tejido, o directamente en cromosomas.
La posibilidad de poder utilizar las técnicas de FISH sobre células que no estan
dividiéndose es importante en aquellas neoplasias con baja tasa de divisidon celular, como

en los sindromes linfoproliferativos crénicos.
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En primer lugar, la muestra de ADN se desnaturaliza, proceso que separa las hebras
complementarias de la estructura en doble hélice del ADN. A la muestra desnaturalizada
se le anade entonces la sonda de interés, marcada con un fluoréforo, que se asociara al
ADN de la muestra en el sitio diana, en el proceso denominado hibridacién, donde se
vuelve a formar una doble hélice. La sefial emitida por la sonda se observa mediante un
microscopio de fluorescencia y asi la muestra de ADN se puede clasificar segun la
presencia o ausencia de la senal.

Las sondas especificas utilizadas son:

a) Visas LSI MYCN (2p24) SpectrumGreen/Vysis CEP 2 SpectrumOrange Probe,
que contiene la combinacién de las sondas LSI MYCN (2p24) y CEP2 (2p11.1-
gql1.1) (Abbot Laboratories)

b) Vysis LSI MYCC (8924.12-g24.13) (Abbot Laboratories)

El protocolo para las muestras parafinadas comenzé con el desparafinado con xilol y la
rehidratacion con alcoholes decrecientes. Las muestras recibieron un pre-tratamiento con
olla a presion con tapdn citrato al 1:10 y después fueron digeridas con proteinasa K a
379C. Se lavaron con tampdn 2xSSC y se fijaron con formalina tamponada al 10%. Las
muestras lavadas y secas fueron co-desnaturalizadas junto con las sondas a 852C durante
5 minutos y se dejaron hibridando toda la noche a 372C. El segundo dia se lavaron con
0,3% NP-40/tampdn 2xSSC a 72°C un par de veces y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Finalmente se realizd la contratincion con DAPI antifade.

Los resultados se analizaron mediante microscopia de fluorescencia y Ia
interpretacion se hizo de la siguiente manera:

Se contabilizaron sefiales en 2200 nucleos no superpuestos para determinar una
muestra representativa (la proporcion de sefales centroméricas por células individuales).
Se consideré un caso amplificado para MYCC o MYCN cuando el estudio mediante
hibridacidn in situ fluorescente detectd la existencia de un ratio sefiales MYCC/CENS en el

primero o MYCN/2q11 en el segundo superior a 2,2.

8. ANALISIS ESTADISTICO

Se recogieron los datos relativos a las caracteristicas clinicas, a los parametros

histopatoldgicos y a los andlisis moleculares de cada paciente en una base de datos Excel.
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Inicialmente se procedid con la estadistica descriptiva para en segundo lugar realizar

la estadistica inferencial.

Variables

Para los estudios de supervivencia de los meduloblastomas, se miden dos variables
dependientes: la supervivencia libre de evento (SLE) y la supervivencia global (SG). Estas
variables se definen como el periodo de tiempo entre el diagndstico de la enfermedad y
la recaida o progresion/exitus respectivamente.

Las variables independientes o covariables fueron las caracteristicas clinicas,
histopatoldgicas y moleculares consideradas potenciales indicadores prondstico.

Variables clinicas: sexo, edad, tratamiento, recaida, muerte, riesgo clinico, riesgo
molecular y riesgo clinico y molecular.

Variables histopatoldgicas: estadio T, estadio M, resto tumoral (R) e histologia.

Variables moleculares: B-catenina, p53, MYCCy MYCN.

Descripcion de la técnica estadistica:

Se realizé un analisis descriptivo de las variables con la distribuciéon de frecuencia y
porcentaje de las variables categodricas, y para las variables continuas, la media y la
desviacién estandar con distribucion normal y la mediana y rango intercuartil para las
variables con distribucion no normal. El anadlisis de la normalidad se hizo mediante
Shapiro-Wilks.

Para analizar las posibles asociaciones de los factores con las variables resultado
exitus/recaida se aplicé la prueba de Chi-cuadrado de Pearson. En el caso de que el
numero de celdas con valores esperados menores de 5 fuera mayor que un 20%, se uso el
test exacto de Fisher o el test Razdn de verosimilitud para variables con mas de dos
categorias. Para cada uno de los factores de estudio se realizd un analisis de regresion
logistica univariante. Aquellas variables que obtuvieron un p-valor menor de 0.2 fueron
incluidas en un modelo de regresidon multivariante.

Dada la naturaleza de las variables de resultado a estudiar, tiempo hasta la recaida o
hasta la muerte del paciente, la técnica a utilizar para poder analizar la influencia de las
diferentes covariables de recogida fue el andlisis de supervivencia. Se aplicd el método de

Kaplan-Meier y las comparaciones entre las supervivencias medias fueron estudiadas
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mediante el test log-rank. Los resultados se exponen en porcentajes de supervivencia
acumulada al 52 y 102 aio desde la fecha del diagndstico.

Para cada uno de los factores de estudio, ademas de los andlisis de supervivencia
anteriores, se realizé un método de regresion univariante de Cox. Esta técnica asume que
el riesgo de presentar el evento de estudio por parte del individuo es proporcional entre
los diferentes grupos de sujetos creados por una covariable cuando ésta es discreta o por
cada aumento de una unidad en dicha covariable si esta es continua.

La representacion grafica de este modelo se realizd mediante la construccién de las
curvas de Kaplan-Meier. Con este grafico se representaron las curvas de supervivencia
asociadas a cada categoria de la covariable cuando era discreta y se vio la evolucién de la
supervivencia a lo largo del tiempo. En cambio, cuando la variable era continua se
representd una curva donde se veia la evolucion de la supervivencia de los individuos en
funciéon de dicha covariable.

En el caso de que se incluya mas de una covariable en el modelo, la representacion
grafica es ligeramente diferente. En el grafico se representaron tantas graficas como
posibles combinaciones se pudieron configurar segun fueron las covariables del modelo.
Por ejemplo, con dos covariables discretas de dos categorias se presentaron cuatro curvas
de supervivencia. En cambio, si una de ellas fuera continua se dibujarian dos curvas de
supervivencia.

Para poder asegurar que las curvas de supervivencia mostradas en la grafica fueron
diferentes entre si, lo que se hizo fue, realizar un test de hipdtesis donde se asumié como
hipdtesis nula que todas las curvas eran iguales mientras que la hipdtesis alternativa era

gue existen diferencias.

Interpretacion de los resultados obtenidos:

Una vez ajustado el modelo, la interpretacidn de los coeficientes se realizé de la
misma manera, pero se tuvo en cuenta cudl fue el tipo de covariable que se utilizo.

Si la variable era discreta se tuvo en cuenta que una de las categorias de la covariable
se considerd como categoria de referencia y no tenia coeficiente como tal en el modelo,
pero si curva de supervivencia en el grafico de Kaplan-Meier. La interpretacidn se hizo de

la siguiente manera; los n-1 coeficientes asociados a una covariable de n categorias eran
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el incremento o decremento del riesgo de que un individuo presentara el evento de
interés en comparacién con un individuo que pertenece a la categoria de referencia.

En cambio, si la covariable era continua Unicamente tenia asociado un coeficiente en
el modelo y representaba el incremento o decremento del riesgo de presentar el evento
de interés por cada aumento de una unidad del valor de la covariable.

En el caso de que se quieran ajustar mas de una covariable se tendrdn varios
coeficientes en el modelo, uno para cada covariable continua y n-1 para cada covariable
discreta de n categorias. La interpretacién de cada coeficiente es el incremento o
decremento en el riesgo de presentar el evento de interés cuando se mantienen fijas
todas las demas covariables por cada aumento en unidad (si la covariable es continua) o
frente a la categoria de referencia (si la covariable es discreta). Eso si controlado por el
resto de variables incluidas. En todas las pruebas se considerd un nivel de significacion

estadistica de p<0.05.

Software estadistico:

El software estadistico utilizado para ajustar los diferentes modelos considerados, fue
el software de libre distribucién R en la versién 3.3.1'% junto con el package survival en la
version 2.38"7 para ajustar los andlisis de supervivencia y construir las gréficas de Kaplan-

Meier.
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1. DESCRIPCION DE LA SERIE

Se partié de un total de 218 pacientes registrados en la base de datos de MB
pedidtrico de la unidad de investigacion de oncologia pedidtrica del Hospital Universitario
Cruces, de los cuales se descartaron 31 casos por las siguientes razones; 4 casos por
confirmarse otra histologia diferente de MB o por no ser concluyente por escasez de
material tumoral. Los otros 27 casos fueron descartados por el acceso limitado a las
historias clinicas de los pacientes y/o muestra tumoral, al tratarse de casos antiguos.

Finalmente, la serie estudiada englobd 187 pacientes con diagndstico histopatolégico
de MB.

Todos los pacientes fueron diagnosticados en un periodo de 40 afios (1975-2015). Su
distribucién en el tiempo fue mas homogénea en la segunda y tercera década, con 37 y 38
casos diagnosticados respectivamente. En la Figura 16 se puede ver con mas detalle la

distribucién temporal de los casos. La media fue de 4.7 casos/afio.

96
] (o]
100 N° Casos
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20
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1975-1985 1986-1995 1996-2005 2006-2015

Figura 16. Distribucién de la serie por décadas desde 1975 a 2015.

1.1- CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOPATOLOGICAS

Edad
La edad media de los pacientes al diagnéstico fue de 6.9 afios, teniendo en cuenta que
la edad pediatrica se considera de 0 a 18 afnos en Espaiia. La distribucion de los pacientes

segun la edad se puede ver en la Figura 17, mostrandose un pico de incidencia mayor en
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la franja de edad de los 5 a los 9 afios. En nuestra serie, el 75.9% de los casos de MB se

diagnosticaron antes de los 10 afios.

mN° DE CASOS

85
90
80
70 57
60
50 33
40
30 12
20
10

0-4 5-9 10-14 15-17

Figura 17. Distribucidn de la serie por edades.

Sexo
En la serie estudiada se observdo mayor frecuencia de varones, 120 casos (64%), frente

a mujeres, con 67 casos (36%). Esto supone una relacién varéon/mujer de 1.7:1.

= Mujer
= Varén

Figura 18. Distribucién de los pacientes en funcién del sexo.
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Estadiaje de la Clasificacion de Chang

El estadio T, que corresponde al tamafo tumoral, se pudo recoger en 169 pacientes
del total de la serie. La mayoria de los pacientes (57.4%) fueron T3 (T3a+T3b), seguido de
estadio T2 (34.9%) y T4 (6.5%). Solo hubo 2 casos en estadio T1. La Tabla 11 muestra la

distribucién por estadio T.

Tabla 11. Estadiaje T de la Clasificacidn de Chang.

Estadio T N2 de casos Porcentaje
T
T2 59 34.9%
T3 (T3ay T3b) 97 57.4%
T4 11 6.5%
Total 169

El estadio M mide el grado de diseminacidon de la enfermedad, y este dato se pudo
recoger de 174 pacientes de la serie. Se observé enfermedad localizada, correspondiente
a estadio MO, en la mayoria de los pacientes (75.3%), mientras que un 24.6% de los
pacientes presentaron metdstasis (M+) al diagndstico. Hubo 3 casos aislados de células
tumorales en LCR (M1). Las metdstasis nodulares del espacio subaracnoideo, fueron 3
veces mas frecuentes en el canal medular (M3) que en la regién supratentorial (M2).

Ningun paciente de esta muestra presentd metdastasis fuera del SNC (M4).

Tabla 12. Estadiaje M de la Clasificacidn de Chang.

Estadio M ‘ N2 de casos Porcentaje ‘
Mo 131 75.3%
M1 3 1.7%
M2 10 5.7%
M3 30 17.2%
M4 0 0
Total 174
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Resto tumoral (R)

Todos los pacientes tuvieron un abordaje quirdrgico como parte del tratamiento tras
el diagndstico, y se obtuvo este dato de 184 casos. La figura 19 muestra el grado de
reseccion quirdrgica. Se informé una reseccién total (RO) en 125 casos (68%) y una

reseccion parcial en 59 casos (32%).

M Reseccion total

M Reseccion parcial

Figura 19. Distribucién de los pacientes en funcién del resto tumoral.

Dado el valor pronéstico de la extensidn de la reseccidn, se midié el resto mediante
RMI tras la cirugia y se especificé si el tamafio excedia de 1.5 cm? o no, ya que este valor
es considerado critico para la supervivencia. En nuestra serie hubo 10 casos con una
reseccion subtotal 1.5 cm? asociada a un peor prondstico y 49 casos con reseccion casi

total y con mejor prondstico.

Tabla 13. Resto tumoral (R).

Resto WW
RO 125 67.9%
R<1.5 cm® 49 26.6%
R>1.5 cm? 10 5.4%
Total 184
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Patron histolagico

Se pudo obtener la histologia en todos los casos de la serie, 187 pacientes,
realizandose una revision centralizada de las muestras remitidas de otros centros. Tras la
clasificacién de acuerdo con las directrices de WHO 2007, el MB cldsico fue el tipo mas
frecuente, presente en el 67.4 % de las muestras. En segundo lugar, el tipo desmoplasico
(16.6%), seguido del LCA (11.8%) y finalmente, hubo 9 casos del tipo MB de nodularidad
extensa (Tabla 14).

Tabla 14. Distribucidn de los casos por tipo de histologia.

Tipo Histologico N2 de casos ‘ Porcentaje ‘
Clasico 126 67.4%
Desmoplasico 31 16.6%

LCA 22 11.8%
Nodularidad Extensa (MBEN) 8 4.3%
Total 187

Figura 21. Meduloblastoma nodular/desmoplasico (Hematoxilina-eosina y reticulina, x100)
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Figura 22. Meduloblastoma anaplasico/célula grande (Hematoxilina-eosina, x10 y x400)

1.2- DETERMINACIONES MOLECULARES

Expresion nuclear de B-catenina

Como se observa en la Tabla 15, de los 182 andlisis realizados por
inmunohistoquimica en 10 casos se demostré la positividad de acumulacién nuclear de -
catenina, siendo 172 casos negativos. No se pudo realizar el andlisis en 5 pacientes de los

187 previstos inicialmente por falta de material tumoral.

Tabla 15. Andlisis inmunohistoquimico de B-catenina.

Positivo 10 5.5%
Negativo 172 94.5%
Total 182

Al analizar la expresién de B-catenina nuclear por franja de edad (Tabla 16), en los
pacientes de 0 a 4 afos solo se encontraron 2 pacientes B-catenina positivos de los 55
analizados. Para el rango de [5-10) de 82 pacientes 5 fueron positivos. De los 33 pacientes

entre 10 y 14, hubo 3 casos positivos y ninguno en los 12 pacientes de 15 afios o mayores.
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Tabla 16. Distribucidn del analisis inmunohistoquimico de B-catenina
por rango de edad.

B-catenina

Rango edad Negativo Positivo

[0-5) 53 2
[5-10) 77 5
[10-15) 30 3
[15-17] 12 0

Beta-catenina por
intervalo de edad

o _
(8 8]
B Yes
2 B Mo
5
[
3 9 -
o
LL .
o |
(]
o ]
[0,9) [5,10) [10,13) [15,17]

Age

Figura 23. B-catenina por rango de edad.
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Figura 24. Expresidon nuclear de B-catenina. (A) B-catenina nuclear negativa, solo se aprecia
expresion citoplasmatica, y (B) B-catenina positiva, se observa acumulacidn en el 100% de los

nucleos tumorales. Imagenes de casos del estudio.
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Expresion de p53

En la expresién nuclear del p53 de un total de 170 muestras en las que se pudo hacer
el andlisis inmunohistoquimico, se consideraron positivos aquellos con expresion >50%.
Se observod un 18.2% de positivos que correspondia a 31 pacientes, siendo negativos el
81.8% restantes. En 17 de los casos no se pudo obtener este dato por falta de muestra

tumoral.

Tabla 17. Andlisis inmunohistoquimico de p53.

Positivo 31 18.2%
Negativo 139 81.8%
Total 170

En la Tabla 18 se observa la expresidon de p53 por franja de edad. Los casos positivos
se dan en la franja de 0 a 4 anos, con 11 positivos, en edades comprendidas entre 5y 9
anos, con 17 casos positivos, y 3 casos en los pacientes con edades entre 10 y 14 aios. No

hubo ninguno positivo en los 10 pacientes de 15 afios o mas.

Tabla 18. Distribucion del analisis inmunohistoquimico de p53 por
rango de edad.

Rango edad Negativo Positivo
[0-5) 41 11
[5-10) 60 17
[10-15) 28 3
[15-17] 10 0
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Nuclear p.53% por
intervalo de edad
% —
M Pos (==50%)
@ - B Neg (<50%)

Frecuency
40
|

[0.5) [5,10) [10,15)  [1517]

Age

Figura 24. Expresion de p53 por rango de edad.
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Figura 25. Expresion nuclear de p53. (A) p53 negativo (<50%) y (B) p53 positivo (250%). Imagenes

de casos del estudio.

Amplificacion gen MYCCy gen MYCN

En el analisis por FISH de los genes MYCCy MYCN se observé amplificacion en un 8.4%
y un 4% respectivamente. Solamente hubo un paciente que presentd amplificacién en
ambos genes. Se pudo obtener el dato en 178 pacientes para MYCC y en 177 pacientes

para MYCN.
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Figura 26. Amplificacion de MYCN. Imagen de un

caso del estudio.

Tabla 19. Analisis de amplificaciéon de MYCCy MYCN por FISH.

mycc

Positivo 15 8.4%

Negativo 163 91.6%
Total 178

Positivo 7 4%

Negativo 170 96%
Total 177

En la Tabla 20 se observa la amplificacion de MYCC/MYCN por franja de edad. Los
casos positivos se dan en la franja de 0 a 4 afios con 9 positivos, en edades comprendidas
entre 5y 9 afos con 8 casos positivos, 3 casos en los pacientes con edades entre 10 y 14

anos, y finalmente, en los 215 afios 2 casos.
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Tabla 20. Distribucidn por rango de edad del analisis de MYCCy MYCN por FISH.
MYCN

Rango edad ‘ Negativo ‘ Positivo  Negativo  Positivo

[0-5) 46 8 53 1
[5-10) 77 5 78 3
[10-15) 29 2 30 1
[15-17] 11 0 9 2

Expresion de C-MYC por
intervalo de edad

(=T
[5a]
B Yes
< - l pNo
&
—
S g 4
P
Lt -
o |
o
P
[0,5) [5,10) [10,15) [15,17]
Age
Figura 27. Expresion de MYCC por intervalo de edad.
Expresion de N-MYC por
intervalo de edad
o _
(18}
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2 - Bl No

Frecuency
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[0,5) [5,10) [10,15) [15,17]
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Figura 28. Expresion de MYCN por intervalo de edad.
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1.3- TRATAMIENTOS DEL MEDULOBLASTOMA

Los pacientes de este estudio se trataron con protocolos especificos para el MB
pedidtrico. Se obtuvo este dato en 183 casos. Resaltar que 3 de estos pacientes
fallecieron tras la cirugia. En 4 casos no se pudo obtener este dato.

Los protocolos mas aplicados resultaron ser los europeos PNET 3 y PNET 4 para MB de
riesgo estandar, y el HART de Milan para tratamiento de MB de alto riesgo. En casos mas
concretos y sobre todo mas antiguos (18 casos), se recurrié a protocolos norteamericanos

(CCG 921°%°, €CG 9892%°, CCG 9931'%).

Tabla 21. Tratamientos administrados a los sujetos de estudio.

Protocolo N2 de casos Porcentaje

HEAD START 7 3.8%
HIT-SKK 92 6 3.3%
HART-MILAN 19 10.4%
SIOP | 6 3.3%
SIOP Il 15 8.2%
PNET 3 29 15.8%
PNET 4 80 43.7%
OTROS 18 9.8%
No tratamiento 3 1.6%
Total tratados 183

HEAD START™2% HIT-SKK'92”®, HART-MILAN®*, SIOP 1%, SIOP 11, PNET 37,

PNET 4%

1.4- CARACTERIZACION POR RIESGO

Se evaluaron por riesgo los pacientes de este estudio; primero, segln sus
caracteristicas clinicas; segundo, por los resultados moleculares; y por ultimo, teniendo

en cuenta ambos riesgos, clinico y bioldgico.
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Riesgo clinico

Las caracteristicas utilizadas para determinar el riesgo clinico en cada caso fueron la
edad al diagndstico, la extensién de la enfermedad (metastasis) y el resto tumoral
después de la cirugia. Este dato se obtuvo en 174 pacientes, ya que en 13 de ellos no se
pudo determinar por falta de alguno de los factores. Asi, un 63.8% de los pacientes
cumplieron con los criterios de riesgo estandar, mientras que un 36.2% presentaron un

perfil de alto riesgo.

Tabla 22. Riesgo clinico

Riesgo clinico N2 casos Porcentaje
Alto riesgo 63 36.2%
Total 174

Riesgo bioldégico

En la valoracion del riesgo bioldgico se obtuvieron datos completos en 177 casos,
mientras que en 10 pacientes el andlisis fue incompleto. Cumplieron criterios de riesgo
estandar 156 pacientes (88.1%), y criterios de alto riesgo 21 de los pacientes (11.9%). Se

considerd alto riesgo aunque solo presentaran un marcador positivo.

Tabla 23. Riesgo bioldgico

Riesgo biolégico N2 casos Porcentaje ‘

Riesgo estandar 156 88.1%
Alto riesgo 21 11.9%
Total 177

Riesgo clinico y biolégico

Al asociar ambos criterios de riesgo, de los 111 casos considerados inicialmente de
riesgo clinico estandar se quedaron como tales 94. De los 75 pacientes de alto riesgo, la
distribucién correspondié a: 9 pacientes de alto riesgo clinico y también biolégico, 53
casos de alto riesgo clinico pero de bajo riesgo bioldgico, 12 de riesgo clinico estandar con

caracteristicas bioldgicas de alto riesgo y un paciente de alto riesgo clinico sin datos
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moleculares. En 18 pacientes del estudio no se pudo asociar el riesgo por factores clinicos

y bioldgicos. (Ver Tablas 24 y 25)

Tabla 24. Riesgo clinico y bioldgico

Riesgo clinico y bioldgico N2 casos Porcentaje

Riesgo estandar 94 55.6%
Alto riesgo 75 44.4%
Total 169

Tabla 25. Riesgo clinico y biolégico del total de la muestra (187 pacientes).

Riesgo Riesgo clinico
Riesgo clinico N2 casos
biolégico y biolégico
HR 9
SR SR SR 94
HR SR HR 53
SR HR HR 12
HR NA HR 1
NA SR NA 9
SR NA NA 5
NA NA NA 4

*SR= riesgo estandar; HR= alto riesgo; NA= No disponible

1.5- SUPERVIVENCIA

Se pudo obtener informacion respecto a la recaida y a la muerte de los 187 sujetos del
estudio (ver Tabla 26).

Al describir los eventos recaida y muerte, se obtuvo un seguimiento <5 afios en 110
pacientes y superior a 5 afios en 77 pacientes. Entre estos ultimos hubo 41 casos con >10
afios de seguimiento. El promedio de seguimiento de los pacientes fue de 7,2 afios.

Un total de 89 pacientes fallecieron a lo largo del estudio. El tiempo medio de Ila
supervivencia global fue de 86 meses, en un rango de 0 a 492 meses. La supervivencia
global a 5 afos fue del 57% (IC 95% 50-65%) y a los 10 afios del 50% (IC 95% 43-59%)
(Figura 29).
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Tabla 26. Casos de recaida y muerte de los pacientes del estudio.

Evento N2 de casos Porcentaje
Recaida y muerte 72 38.5%
Recaida 10 5.3%
Muerte 17 9.1%
No recaida, no muerte 88 47.1%
Total 187
1.004
0.754
£
iex 0.504
0.254
0.004
0 100 200 300 400 500
Time

Figura 29. Supervivencia global de los sujetos del estudio.

En el 43.9% de los pacientes se registré al menos un primer evento tras el diagndstico.
El tiempo medio de la supervivencia libre de eventos fue de 76.2 meses, en un rango de 0
hasta 492 meses. La supervivencia libre de eventos a 5 afios fue del 60% (IC 95% 53-68%)

y a los 10 aiios del 50% (IC 95% 42-59%) (Figura 30).
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Survival probability
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Figura 30. Supervivencia libre de eventos de los sujetos del estudio.

En la valoracién de los resultados por edad del paciente al diagndstico, la mayoria de
recaidas y muertes corresponde a los menores de 10 afios como se aprecia en la Tabla 27
y en las Figuras 31 y 32. Sin embargo, los eventos ocurren en porcentajes similares en

cada franja de edad.

Tabla 27. Frecuencia de recaida y muerte observadas por rango de edad.

Recaida Muerte

Rango edad

[\ [o}

[0-5) 37(65%) | 20(35%) | 32(56.1%) | 25 (43.9%)
[5-10) 42 (49.4%) | 43 (50.6%) | 43 (50.6%) | 42 (49.4%)
[10-15) 20 (60.6%) | 13 (39.4%) | 16 (48.5%) | 17 (51.5%)
[15-17] 6 (50%) 6 (50%) 7 (58.3%) | 5 (41.7%)
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Frecuency

Frecuency

40 60 80

20

40 60 80

20

Recaida por
intervalo de edad

[0,5) [510)  [10,15)  [15.17]

W Yes
B No

Age

Figura 31. Recaida por intervalo de edad.

Muerte por
intervalo de edad

[0,5) [510)  [1015)  [1517]

B Yes
B No

Age

Figura 32. Muerte por intervalo de edad.
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2. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA UNIVARIANTE Y MULTIVARIANTE SEGUN
VARIABLES DE RIESGO

2.1- REGRESION LOGISTICA UNIVARIANTE

En este estudio se planted el efecto que pudieran llegar a tener las distintas variables
en el evento Muerte. En univariante se analizaron las variables una a una sin tener en
cuenta la influencia del resto de variables. El p-valor indica la significancia de que influya
dicha variable en la variable Muerte. Como se observa en la siguiente tabla, las variables
con significacion son: la histologia del tipo LCA, los estadios M2 y M3 de la metastasis, el
resto tumoral <1.5 cm?’, el riesgo clinico alto, el riesgo clinico y bioldgico alto, y la

amplificacién de MYCC.

Tabla 28. Regresion univariante de las variables de estudio.

Variable p-valor OR (95% ClI)

Sexo 0.236  0.69441 (0.38-1.27)
Histologia

Desmoplasica 0.056 0.43592 (0.19-1.02)

LCA 0.017 3.623 (1.260-10.421)

Extensa nodularidad 0.216 0.355 (0.069-1.827)
Estadio T 0.756 = 0.63889 (0.04-10.73)
Estadio M

M1 0.985 9327656.83322 (0-Inf)

M2 0.062 3.780 (0.934-15.293)

M3 0.032 2.430 (1.080-5.564)
Resto tumoral (R)

R<1.5 cm? 0.003 2.82353 (1.42-5.62)

R>1.5 cm? 0.538 = 1.500 (0.413-5.450)
Riesgo clinico (HR) 0.004 2.52596 (1.34-4.76)
Riesgo bioldgico 0.120 2.10294 (0.82-5.36)
Riesgo clinico y bioldgico (HR) = 0.005 2.46591 (1.32-4.6)
MYCC amplificado 0.036 3.56338 (1.09-11.6)
MYCN 0.875 0.88462 (0.19-4.07)
B-catenina 0.638 0.73171 (0.2-2.68)
p53 nuclear 0.957 0.97886 (0.45-2.13)

78



RESULTADOS

2.2- REGRESION MULTIVARIANTE

Con las variables significativas con un p-valor <0.200 se realizd una regresion
multivariante. Estas variables fueron: la histologia, el resto tumoral, riesgo clinico y MYCC.
Como resultado solo se obtuvo un modelo con dos variables; riesgo clinico y MYCC, que

se correlacionan significativamente con la supervivencia.

Tabla 29. Andlisis de regresion multivariante del estudio.

95% C.I. para OR
p-valor OR Inferior Superior
Paso 1*  Riesgo clinico(1) ,007 2,459 1,279 4,728
MYCC(1) ,037 3,647 1,084 12,269
Constante ,001 ,489
Tabla 30. Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso | Chi-cuadrado gl Sig.
1 ,028 1 ,866
1,0
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1 - Especificidad

Los segmentos de diagonal se generan mediante empates.

Figura 33. Analisis de la curva ROC

(Receiver Operating

Characteristic)
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3. ANALISIS BIVARIANTE DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LOS FACTORES
PRONOSTICO

Para cada modelo ajustado, uno por cada variable independiente, se va a presentar la
curva de supervivencia de Kaplan-Meyer con el p-valor del test logrank que evalda si las
curvas de supervivencia obtenidas son diferentes o no, y una tabla con los coeficientes

del modelo.

3.1- VARIABLE SEXO

Las mujeres de este estudio presentan un 24% menos de probabilidad de muerte que
los hombres. El coeficiente asociado al sexo fue de 0.76 con un intervalo de confianza del
95% de (0.48-1.19). Aunque como podemos observar en el grafico de la Figura 34 no hay
significaciéon estadistica (p=0.236). Se observan similares porcentajes de recaida y exitus

por género.

Tabla 31. Frecuencias de recaida y muerte observadas por sexo.
Sexo Recaida Muerte

Hombre (n=120) 52 (43.3%) 61 (50.8%)

Mujer (n=67) 30 (44.8%) 28 (41.8%)

Curvas de supervivencia

pPor sexo
=
o | logrank p = 0.236
(o]
W e |
= =
=
> =T
w =T
i
o T — male
— female
=
= T T T T T
0 100 200 300 400 500

Time

Figura 34. Curva de supervivencia por sexo del paciente.
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3.2- VARIABLE EDAD

Para este andlisis se dividieron los pacientes en 4 rangos de edad: 0-4, 5-9, 10-14 y 15-
17 afos. Se tomd como categoria de referencia el intervalo 0-4. Como se aprecia en la

siguiente tabla (Tabla 32), no se obtuvieron riesgos estadisticamente significativos.

Tabla 32. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia por rango de edad.

Rango edad ‘ Hazard Ratio Int. Conf. (95%) P
[10-15) 0.983 0.530-1.822 0.958
[15-17] 0.811 0.310-2.121 0.670

Curva de supervivencia

por edad
=
o | logrank p=0.979
O
o w o
= ©
s
3
wn o |
d
‘= — [0,5) — [1015)
o — [510) —— [1517]
o ] T T T I T
0 100 200 300 400 500
Time

Figura 35. Curva de supervivencia por edad del paciente al diagndstico.

3.3- VARIABLE ESTADIO M

Considerando como variable de referencia MO, es decir, ausencia de metastasis, se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos asociados a los otros estadios. Los
pacientes con estadio M1 presentan un riesgo 5.32 veces mayor de muerte que los

pacientes MO. Los pacientes con estadio M2 presentan un riesgo 2.41 veces mayor de
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muerte que los pacientes MO. Los pacientes con estadio M3 presentan un riesgo 2.06

veces mayor de muerte que los pacientes MO.

Tabla 33 Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para estadio M.

Estadio M Hazard Ratio Int. Conf. (95%) p ‘
M1 5.32 1.63-17.33 0.005
M2 241 1.09-5.35 0.029
M3 2.06 1.20-3.54 0.008

Curvas de supervivencia
por estadio

1.0

logrank p = 0.001

Survival

- — MO0 — M2
— M1 — M3

I I I I I I I
0 o0 100 150 200 250 300 330

00 02 04 06 OB

Time

Figura 36. Curva de supervivencia por grado de diseminacion de la

enfermedad (M0-M4) del paciente.
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Figura 37. Curva de supervivencia por diseminaciéon de la enfermedad (M) del

paciente.

3.4- VARIABLE RESTO TUMORAL

Considerando como variable de referencia RO, es decir, ausencia de resto tumoral tras
la cirugia, se obtuvieron resultados estadisticamente significativos Unicamente para el
R<1.5 cm2. Los pacientes con R<1.5 cm2 presentan un riesgo 2.05 veces mayor de muerte
gue los pacientes RO. Los pacientes con R>1.5 cm2 presentan un riesgo 2.09 veces mayor

de muerte que los pacientes RO.

Tabla 34. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para Resto tumoral

(R).

Estadio R ‘ Hazard Ratio Int. Conf. (95%) p
R<1.5 2.05 1.31-3.22 0.001
R21.5 2.09 0.83-5.26 0.12
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Curvas de supervivencia
por resto tumoral
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Figura 38. Curva de supervivencia por resto tumoral post-quirdrgico.
RO= reseccion total, R<1.5= reseccion casi total con resto menor de 1.5
cm’, R>1.5= reseccion subtotal con resto igual o mayor de 1.5 cm’.
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Figura 39. Curva de supervivencia por resto tumoral post-quirdrgico.

RO y R<1.5 cm’= reseccion total o casi total, R21.5 cm’= reseccion

subtotal.
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3.5- VARIABLE HISTOLOGIA

Considerando como variable de referencia el tipo histolégico clasico, se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos Unicamente para el tipo LCA, presentando un
riesgo 3 veces mayor. Los pacientes con tumores de tipo desmopldsico presentan un
riesgo 0.42 veces menor de muerte que los pacientes de tipo clasico. Los pacientes con
histologia de nodularidad extensa presentan un riesgo 0.48 veces menor de muerte que

los clasicos.

Tabla 35. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para tipo histoldgico.

Histologia Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)
Desmoplasico 0.58 0.29-1.17 0.13
LCA 3.09 1.79-5.34 0.00
Nodularidad Extensa 0.52 0.13-2.15 0.37

Curvas de supervivencia
por histologia

=
o logrank p =0
2
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Figura 40. Curva de supervivencia por el tipo histoldgico del tumor.
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3.6- VARIABLE TRATAMIENTO

Dada la dispersién de los tratamientos aplicados en los diferentes hospitales no se
consideraron relevantes las interpretaciones de los riesgos relativos, aunque en alguno se

obtuvo significacidn estadistica.

Curvas de supervivencia

por tratamiento
O
= = Head = PNET3 SIOP-Il
w = HIT PMET4 Others
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o e
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3 = —
i [
i
a
o logrank p =0.059
e I I I I I
0 100 200 300 400 500
Time

Figura 41. Curva de supervivencia por tipo de tratamiento.

3.7- VARIABLE RIESGO CLINICO

Se tomd como variable de referencia a los pacientes de riesgo estandar. Los pacientes
con alto riesgo presentan un riesgo 2.26 veces mayor de probabilidad de muerte que los
de riesgo estandar, resultando estadisticamente significativo. El coeficiente asociado al

alto riesgo (HR) es de 2.26 con un intervalo de confianza del 95% de (1.44-3.55).

Tabla 36. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para el riesgo clinico.

Riesgo clinico Hazard Ratio Int. Conf. (95%)

HR 2.26 1.44-3.55 0.00
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Figura 42. Curva de supervivencia por riesgo clinico del paciente.

3.8- VARIABLE RIESGO BIOLOGICO

Se tomé como variable de referencia a los pacientes de riesgo estandar. Los pacientes
con alto riesgo presentan un riesgo 1.78 veces mayor de probabilidad de muerte que los
de riesgo estandar, quedando muy préximo a la significacién estadistica. El coeficiente
asociado al alto riesgo (HR) es de 1.78 con un intervalo de confianza del 95% de (0.98-

3.23).

Tabla 37. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para el riesgo bioldgico.

Riesgo biolégico Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

HR 1.78 0.98-3.23 0.06
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Figura 43. Curva de supervivencia por riesgo bioldgico del paciente.

3.9- VARIABLE RIESGO CLINICO Y BIOLOGICO

Se tomd como variable de referencia a los pacientes de riesgo estandar. Los pacientes
con alto riesgo presentan un riesgo 2.07 veces mayor de probabilidad de muerte que los
de riesgo estandar, siendo este resultado estadisticamente significativo. El coeficiente
asociado al alto riesgo (HR) es de 2.07 con un intervalo de confianza del 95% de (1.31-

3.30).

Tabla 38. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para el riesgo clinico y

bioldgico.

Riesgo clinico biolégico  Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

HR 2.07 1.31-3.30 0.001
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Figura 44. Curva de supervivencia por riesgo clinico y biolégico del

paciente.

3.10- VARIABLE MYCC

Se tomd como variable de referencia a los pacientes MYCC negativos. Los pacientes
que presentaron amplificacion del MYCC presentaron un riesgo 2.54 veces mayor de
probabilidad de muerte que los que no amplificaron el MYCC, alcanzando la significacién
estadistica. El coeficiente asociado al MYCC positivo es de 2.54 con un intervalo de

confianza del 95% de (1.34-4.80).

Tabla 39. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para la amplificacion

de MYCC.

Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

YES 2.54 1.34-4.80 0.004
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Figura 45. Curva de supervivencia por amplificacién de MYCC.

3.11- VARIABLE MYCN

Se tomo como variable de referencia a los pacientes MYCN negativos. Los pacientes
con amplificaciéon del MYCN presentaron un riesgo 0.09 veces menor de probabilidad de
muerte que los que no amplificaron el MYCN, sin alcanzar la significaciéon estadistica. El
coeficiente asociado al MYCN positivo es de 0.91 con un intervalo de confianza del 95%

de (0.29-2.90).

Tabla 40. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para la amplificacion

de MYCN.

Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

YES 0.91 0.29-2.90 0.875
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Figura 46. Curva de supervivencia por amplificacién de MYCN.

3.12- VARIABLE B-CATENINA

Se tomd como variable de referencia a los pacientes B-catenina negativos. Los
pacientes que por inmunohistoquimica presentaron acumulacion nuclear de B-catenina
>10% de nucleos, presentaron un riesgo 0.13 veces menor de probabilidad de muerte que
los que no la presentaron, y no alcanzan significacion estadistica. El coeficiente asociado a

B-catenina positivo es de 0.87 con un intervalo de confianza del 95% de (0.32-2.38).

Tabla 41. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para la expresion de B-

catenina nuclear.

B-catenina Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

YES 0.87 0.32-2.38 0.788
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Figura 47. Curva de supervivencia por expresiéon de B-catenina

nuclear.

3.13- VARIABLE p53

Se tomd como variable de referencia a los pacientes p53 negativos. Los pacientes que
por inmunohistoquimica presentaron expresion de p53 en mds del 50% de células
tumorales, presentaron un riesgo 0.72 veces menor de probabilidad de muerte que los
negativos, aunque no se alcanza significacién estadistica. El coeficiente asociado a

expresion positiva de p53 es de 0.28 con un intervalo de confianza del 95% de (0.56-1.75).

Tabla 42. Coeficientes del modelo estadistico de supervivencia para la expresion de

p53.

Hazard Ratio  Int. Conf. (95%)

POSITIVO 0.28 0.56-1.75 0.987
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Figura 48. Curva de supervivencia por expresion de p53.

3.14- SUPERVIVENCIA GLOBAL A 5Y 10 ANOS POR VARIABLE

Tabla 43. Supervivencia global a 5 y 10 afos tras el diagndstico

Carasteristicas

Supervivencia global

Valor de p

Sexo (total 187)
Varén
Mujer
Estadio M (total 174)
Localizado (MO0)
Metastasico (M1,M2,M3)
M1
M2
M3
Estadio R (total 184)
RO
Resto parcial
R<1.5 cm2
R>1.5 cm2
Histologia (total 187)
Clasico

Desmoplasico
LCA

Nodularidad Extensa

5 afios (IC 95%)

52% (44-62%)
66% (55-79%)

65% (57-74%)
38% (27-53%)

33% (12-91%)
38% (24-61%)

58% (51-66%)
40% (18-85%)
40% (28-57%)
40% (15-100%)
58% (50-67%)
68% (53-88%)
27% (14-54%)
75% (50-100%)

10 afios (IC 95%)

45% (37-56%)
59% (47-73%) 0.236
59% (50-69%)
29% (19-46%)

- 0.001

39% (24-61%)

51% (43-60%)
40% (18-85%)
26% (15-46%)
40% (15-100%)

0.003

50% (41-60%)
68% (53-88%)
18% (6-52%)

75% (50-100%)

0.0001
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Tratamiento (total 18)
SIOP |

SIOP Il

PNET 3

PNET 4

HEAD START
HIT-SKK"92

Esquema HART Mildn

Otros (protocolos americanos
COG)
No tratamiento

Riesgo clinico
SR
HR
Riesgo molecular
SR
HR
Riesgo clinico y molecular
SR
HR
Analisis molecular
CMYC (total 182) positivo
negativo
NMYC (total 182) positivo
negativo
B-catenina (total 185) positivo
negativo
p53 (total 187) positivo
negativo

33% (11-100%)
53% (33-86%)
59% (43-80%)
70% (60-81%)
42% (18-100%)
50% (32-80%)
33% (17-64%)

33% (6-100%)

68% (60-78%)
40% (29-55%)

60% (52-68%)
43% (26-70%)

69% (60-79%)
45% (34-58%)

33% (16-68%)
60% (52-68%)
57% (30-100%)
58% (50-66%)
58% (34-100%)
57% (49-65%)
52% (37-73%)
56% (48-65%)

33% (11-100%)
47% (27-80%)
52% (36-74%)
66% (55-78%)
42% (18-100%)

22% (9-53%)

33% (7-100%)

62% (53-72%)
36% (24-52%)

54% (46-63%)
37% (21-66%)

65% (55-76%)
40% (29-54%)

25% (10-62%)
54% (46-63%)
57% (30-100%)
51% (44-60%)
58% (34-100%)
49% (42-58%)
52% (37-73%)
47% (39-58%)

0.043

0.00025

0.048

0.0013

0.0027

0.9

0.74

0.96
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El meduloblastoma es el tumor cerebral maligno mas frecuente en la edad pediatrica,
con una incidencia anual de 15 casos en Espaﬁa3’9’16.

Es un ejemplo de enfermedad que se ha beneficiado de las nuevas técnicas de
diagndstico por imagen, en especial de la RMI, y de los avances en cirugia, RT y QT. A
pesar de la terapia citotdxica aplicada en base a la estratificacidon por riesgo clinico del
paciente, y lograr supervivencias globales a 5 afios del 70-86% para nifios con MB de

27,141,144 -y tasas del 50-76% en pacientes de alto riesgo™, el ritmo en el

riesgo estandar
aumento de la tasa de supervivencia se ha estancado en los Ultimos afios.

Cuanto mds avanza la investigacion sobre el cancer, éste se convierte en una
enfermedad multifactorial y en su génesis intervienen los cambios en el ADN del individuo
afectado, las caracteristicas celulares del tumor y la manera de cada individuo de
reaccionar al mismo por su propio sistema inmune. Actualmente la epigenética, el
microambiente tumoral y la inmunidad propia contribuyen a que individuos con el mismo
tumor reaccionen de forma diferente al tratamiento y presenten diferente supervivencia.
Por todo ello el esfuerzo en la investigacion relacionada con el cancer debe continuar.
Concretamente en el MB los estudios moleculares realizados recientemente han
caracterizado diferentes marcas moleculares para este tumor, mostrando su potencial en
el manejo clinico de estos pacientes®”’. La combinacién de la evaluacion clinicopatolégica
y los ensayos basados en los subgrupos moleculares permitiran estratificar a los pacientes
en grupos de riesgo mejor definidos y dar un enfoque mdas adaptado a la terapia.

Nuestro interés era estudiar una muestra de pacientes pediatricos diagnosticados de
meduloblastoma entre los afnos 1975 y 2015, en 23 hospitales nacionales. Con el objetivo
de saber si conociendo el riesgo clinico de estos pacientes, podrian existir diferencias de
interés prondstico al sumarle los factores moleculares que se realizaron en las muestras
obtenidas. Asimismo, valorar su impacto en la supervivencia global y en la supervivencia

libre de eventos.

Limitaciones del estudio

Aunque inicialmente se elabord una base de datos muy amplia en variables clinicas
epidemioldgicas en los diferentes aspectos del diagndstico y del tratamiento y posterior
seguimiento de los nifos, fuimos observando limitaciones en nuestro trabajo al analizar

los resultados tanto en la fase descriptiva de las variables clinicas del estudio, como en la
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fase del analisis histopatolégico y molecular de las muestras tumorales obtenidas, y
también en la fase de seguimiento de la supervivencia de los nifios diagnosticados de MB.

Al inicio se contacté con todos los hospitales con unidades de Oncologia pedidtrica
incluidos en el registro de tumores infantiles (RETI) de la Sociedad Espafiola de
Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP), pero no todos colaboraron por diferentes
motivos. Los hospitales que participaron en envio de datos clinicos y muestras tumorales
disponibles se detallan en la Tabla 9. Los argumentos expuestos por algunos profesionales
para no participar en el estudio fueron sobre todo por falta de tiempo por la presion
asistencial, y por dificultades en la busqueda de la informacidn clinica en las historias de
los pacientes, ademas de las dificultades en la obtencion del material tumoral desde los
servicios de Anatomia Patoldgica.

La obtencién de casos fue en gran parte retrospectiva, abarcando un periodo muy
amplio en afios, y con procedencia multicéntrica, lo que dificulté la obtencién de todos
los datos de cada uno de los sujetos previsibles de estudio. La edad, el sexo, la histologia y
las supervivencias fueron las caracteristicas que se pudieron recoger en todos los casos,
mientras que los datos de estadificacion (estadios Ty M de la Clasificacion de Chang®®),
resto tumoral, y/o datos moleculares no se pudieron completar en 47 pacientes. Los
datos moleculares incompletos en 22 pacientes fueron porgque no se pudo recuperar el
bloque de tejido tumoral parafinado para dichos estudios, y en otros 6 casos el tejido
tumoral procedente de los bloques no estaba en condiciones éptimas, lo cual impidid
sacar resultados.

Por ello, la creacion de redes y bancos de tumores es fundamental para mejorar la

disponibilidad y calidad de las muestras*®.

Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
Las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas, en rasgos generales, concuerdan con las
observadas en la bibliografia revisada.
La edad media de nuestros pacientes es de 6.9 anos, con un rango de 0 a 17 afos,
.. . , - 3,6,203,204 z H
qgue coincide con la descrita por la mayoria de estudios , donde ademas, al igual
gue en nuestra muestra se observa un pico de maxima incidencia entre los 5 y 9 anos de

6,13

edad de los pacientes y que se refleja en la Figura 177", En otras cohortes estudiadas
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igual que en la nuestra, alrededor del 70% de los casos son diagnosticados antes de los 10
afios de edad*®’.
La relacidén varén:mujer de 1.7:1 hallada en nuestra serie también coincide con los

31838 se destaca la ausencia de

ratios (de 1.2:1 a 2:1) descritos en la literatura
significacién estadistica obtenida (p=0.236) en funciéon del sexo, aunque con una
tendencia en la supervivencia mejor para las mujeres que para los varones, que también
coincide con las supervivencias descritas por otros autores?’2%3%:20>207,
. e . 208 . .- . pe .,

Aunque sujeta a modificaciones™", actualmente se sigue utilizando la Clasificacién de
Chang® para determinar la estadificacién del meduloblastoma, pero se considera que el
estadio T no tiene la misma importancia pronostica que el estadio M, probablemente

porque queda absorbido por el volumen tumoral extirpado>**%

. Por lo que queda como
un dato orientativo o complementario de otros factores prondstico, bien clinicos o bien
histopatoldgicos. En nuestra serie tuvimos dificultades para completar los datos de esta
variable. Aun asi, se obtuvieron escasos pacientes con tumores T1 y T4 (1.2% y 6.5%
respectivamente), mientras que la mayoria se diagnosticaron como T3 (57.4%) y en
menor numero T2 (34.9%). La razén de la escasez de casos estadio T1, que corresponde a
tumores muy pequeiios, puede ser debida a, la ausencia de screening en nifios por ser
una enfermedad poco comun, y a la falta de marcadores diagndstico en estadios
tempranos. Dado que el meduloblastoma es un tumor maligno con alto grado de
progresion, es la enfermedad obstructiva que cursa con hipertensién intracraneal
(nduseas, vomitos y cefaleas) la presente en los estadios T2 y T3. De igual manera, es muy
raro el diagndstico en estadio T4, que corresponde a 11 casos de nuestra serie, ya que la
sintomatologia aparece previamente por la hidrocefalia.

Respecto al estadio M, la mayoria de los pacientes del estudio presentan enfermedad
localizada (MO) al diagnéstico (75.3%), mientras que el 24.6% restante son metastasicos,
dato muy cercano al observado en otros estudios que hablan de un 30% de enfermos con

32,90,95,164

diseminacion al diagndstico . Por otro lado, esta descrito que en el 30% de los

meduloblastomas haya diseminacién en el LCR**

, pero entre los casos con metdstasis de
nuestro estudio Unicamente tres correspondieron a estadio M1 al diagndstico de manera
aislada. Teniendo en cuenta que el LCR positivo solo se encuentra al comienzo de la
enfermedad diseminada, y que la mayoria de casos metastdsicos fueron M3 al

diagnéstico, para valorar adecuadamente el estadio M en el meduloblastoma no basta el
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estudio citoldgico del liquido cefalorraquideo sin asociar los hallazgos de la RMI. Aunque
la metdstasis se asocia a un peor prondstico en la mayoria de los casos, todavia no esta
muy claro el impacto que puede tener la presencia de células tumorales aisladas en el LCR
sin metastasis macroscépicas*.

La diseminacién prioritaria es dentro del neuroeje, y por eso, son raras las metastasis
extraneurales, ausentes en nuestra serie, correspondientes al estadio M4.

Durante las ultimas décadas la evaluacidn radiolégica posterior a la intervencién
quirargica ha sustituido a la estimacién del volumen tumoral extirpado por los cirujanos.
En la actualidad es fundamental confirmar por medio de RMI la ausencia de resto tumoral
o el tamaio del mismo tras la intervencién. En nuestro estudio fue posible una resecciéon
total en el 68% de los pacientes, y entre los que se realizé una reseccién parcial, solo 10
pacientes presentaron un resto tumoral mayor de 1.5 cm®. Esto es debido a que los
avances en cirugia e imagen han permitido a los cirujanos aumentar el grado de reseccién

131
d

tumoral, con una menor morbilidad y una escasa mortalidad™". Existen estudios que

demuestran que realizar segundas cirugias para disminuir el resto tumoral puede

. . . . 76,144
condicionar el tratamiento de los pacientes .

Gracias a la colaboracién de los patélogos de los diferentes hospitales reflejados en la
Tabla 8, se obtuvieron las muestras de tejido tumoral de los pacientes del estudio. Se
realizd una centralizacién de los casos en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario Cruces, con el objetivo de comprobar la existencia de tejido tumoral vélido
para los analisis moleculares previstos en nuestro estudio y asimismo, validar el

211

diagnéstico histolégico de origen con criterios uniformes de WHO 2007 Solo se

encontraron 3 discrepancias respecto a la histologia. Una vez descartados los casos no

validos por estas razones, los resultados obtenidos por subtipos histolégicos coinciden

3,67,201

con los descritos por otros autores . Existe en nuestra serie un predominio claro del

tipo clasico, observado en el 67.4% de los casos, porcentaje cercano al 70% referido en la

3,188,201
.Enla

ultima clasificaciéon de la WHO y que se ha comprobado en otros estudios
literatura, al igual que en nuestra serie, el subtipo cldsico se describe en todas las franjas
de edad, con un predominio entre los 5 y 9 afios’. En segundo lugar, el subtipo
desmoplasico representa al 16.6% de los casos en nuestra serie, frente al 5-25% descrito

3,75,186,212,213

en la literatura revisada . Esta gran diferencia pudiera explicarse al no separar

los casos descritos como nodular/desmoplasico de los MBEN. En 2007, McManamy vy
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cols®’ publicaron la correlacién de la variante desmoplasica con la edad, basdndose en
estudios de series inglesas (SIOP/UKCCSG PNET3 y SIOP UKCCSG CNS 9204), en las que la
frecuencia de MB desmopldsico en pacientes <3 anos era del 57%, y por el contrario, en
pacientes >3 afios era del 5-25%. También Garré y cols” en Italia, aportaron un 52% y un
15% para las mismas franjas de edad. En nuestra serie, del 16.6% de subtipo
desmopldasico, la distribucidn al contrario que en otras series, observamos que un 27% de
los desmoplasicos se da en menores de 5 afios y un 73% en > 5 afios, sin que hayamos
conseguido justificarlo.

La frecuencia del tipo célula grande/anaplasico, varia del 10% al 20% en la literatura

revisada>?818>201

Asi, lo observado en nuestra serie (11.8%) estaria dentro del mismo
rango. En cuanto a la relacién con la edad, estd descrito que ocurre en cualquier franja de
edad, y en nuestra serie se observa eso mismo, aunque los nimeros sean escasos.
Finalmente, encontramos que el tipo de nodularidad extensa (4.3%) de nuestra serie
podria estar infravalorado, ya que en las series antiguas no se describia, pero coincide con

3,67,188,214

lo encontrado en la bibliografia revisada . En su relacién con la edad observamos

en nuestro estudio que la mayor parte de los casos (6 casos de un total de 9) se presenta

en los nifos mas pequenos, igual que describen otros autores’?™.

Caracteristicas moleculares de la serie
La inmunopositividad de B-catenina nuclear indica activacion de la ruta de
sefializacion WNT y estd asociada con un mejor prondstico. Se ha descrito que el 16-25%

101,185,186
om0 Estos

de todos los pacientes con meduloblastoma tienen una via WNT alterada
casos se incluirian en el subgrupo MBwntde la nueva clasificacion de WHO? En nuestra
serie, observamos positividad en el 5.5% de los casos estudiados por inmunohistoquimica.
En la valoracidn de los resultados de B-catenina se eliminaron aquellos casos en que la
expresion no estaba presente en mas del 10% de los nucleos de células tumorales

100,104,186,21 ;
00104186216 para ello nos basamos en los estandares

analizados en la muestra
establecidos recientemente por el grupo de trabajo de meduloblastomas de SIOP Europa,
y cuya valoracidn estricta favorecia incluir los pacientes en los ensayos clinicos en curso.
La distribuciéon de los casos positivos de [-catenina por edad no aporta grandes
diferencias en nuestra serie, al igual que describieron Clifford y cols™® en el estudio PNET

4, donde los pacientes positivos para la expresiéon de B-catenina mostraron una edad
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amplia de distribucion. Por otro lado, aunque se ha observado que los tumores WNT

174,187

ocurren igualmente en hombres que en mujeres , €n nuestro estudio sobre 10 casos

positivos se observa un predominio de B-catenina en 8 mujeres y solo en 2 hombres,

173

igualmente descrito por Cho y cols™ en la cohorte americana estudiada, con un ratio

hombre:mujer de 0.3 para el grupo WNT. De los 10 casos positivos en nuestra serie, 8
mostraron histologia del tipo cldsico, otros 2 casos fueron del tipo LCA y un solo caso de
. , . .. .. . . 173,185,186
tipo desmoplasico. Esta distribucidn es parecida a la observada en otras series ,
teniendo en cuenta que los tumores WNT son practicamente todos de histologia
clasica'>"*,

Diversos autores han constatado una asociacién significativa entre la expresion
nuclear inmunohistoquimica de p53 y un mal prondstico en pacientes con

meduloblastoma de riesgo estdndar y PNET supratentoriales*’ %

. Eberhart y cols, en un
estudio de tumores cerebrales embrionarios que incluyé 64 meduloblastomas, describié
positividad para p53 en el 18% de los no anaplasicos, y en el 45% de los de tipo anapldsico

217

(célula grande), asocidndola a inferiores supervivencias®™'. También Mirabell y cols en

1999 describieron inmunoreactividad para p53 en el 27% de los meduloblastomas de su

218. En

estudio, aunque en este caso no encontraron asociacién con la supervivencia
nuestra serie hemos observado expresion IHQ de p53 en el 18.2% de los casos que se han
podido analizar, aunque no hemos podido relacionarlo con caracteristicas como el grado
de anaplasia o de necrosis del tumor, que pudieran ser factores de riesgo afiadido, por

falta de dichos datos®*’**

. En cuanto a la edad, de 31 casos positivos de p53, el 90.3%
pertenecen a pacientes menores de 10 anos. Aunque esta relacidn entre la expresion
positiva de p53 y la edad sea llamativa en nuestra cohorte, no hemos encontrado ningun
otro estudio en meduloblastoma pediatrico que lo avale.

Los oncogenes MYC son los locis que mds amplificados se encuentran en
meduloblastomas, y han sido propuestos como marcadores de mal prondstico por

70,71,123,222
muchos autores’®’%1?%

. En diferentes estudios publicados se constata que MYCC vy
MYCN se encuentran amplificados en el 10% de los meduloblastomas, la mayoria siendo
tumores del tipo LCA’%8%82123223  En concreto, la amplificaciéon de MYCC se ha
determinado en un rango del 5% al 25% de tumores en estudios previ051°8'118'125'224.
Mientras, en nuestra serie, la amplificacion de MYCC (8.4%) y MYCN (4%) se ha observado

en el 11.8% de los meduloblastomas, predominando en los tumores del tipo LCA y
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también del tipo clasico. De acuerdo con los datos de otros estudios, en nuestra cohorte

el mal prondstico estd mas asociado al MYCC que al MYCN"%104124

. Respecto a la edad, en
el caso de MYCC se ve una clara frecuencia en nifios menores de 10 afos, dato que
también obtuvieron Scheurlen y cols en su trabajo, donde los pacientes con amplificacion
de MYCC eran menores de 8 afios'®. Por otro lado, la amplificacién de MYCN es menos

frecuente en nuestra serie, y es mas dispersa por rango de edad.

Tratamientos del meduloblastoma

Hemos considerado que, al pertenecer los pacientes a un periodo de estudio muy
prolongado, en el que los tratamientos han sufrido modificaciones, y ademas, al no existir
un tratamiento uniforme para el meduloblastoma en Espaiia, los diferentes hospitales
gue han facilitado los datos clinicos y las muestras de sus pacientes, han utilizado

diferentes protocolos. Por lo tanto, la valoracién de este apartado no se ha realizado.

Caracterizacion de la serie por riesgo

Los diferentes trabajos y estudios revisados han tratado de hallar algun factor
prondstico entre las caracteristicas clinicas, histopatolédgicas y moleculares para guiar el
tratamiento del meduloblastoma pedidtrico. Inicialmente fueron las caracteristicas
clinicas las consideradas en la estratificacion de los pacientes en diferentes grupos de
riesgo, después han sido complementadas por las caracteristicas histopatoldgicas y en la
actualidad, la inclusion de las caracteristicas moleculares del tumor estd siendo
fundamental. Asi, la combinacién de estos tres grupos de caracteristicas, permite una
mejor estratificacién del paciente por riesgo, y por consiguiente, optimizar la planificacién
del tratamiento.

Desde mediados de los 90, la valoracién del riesgo en pacientes pediatricos con
meduloblastoma se ha realizado estrictamente en base a tres parametros clinicos; la edad
del paciente al diagndstico del tumor, la extensidon de la enfermedad y el resto tumoral
tras la cirugl'a30. De acuerdo con estos criterios, se consideran de riesgo estandar los
pacientes mayores de 3 afios de edad, sin enfermedad metastasica y con reseccién total o
casi total (resto <1.5 cm?) del tumor. Por el contrario, los que no cumplen estos criterios

se consideran de alto riesgogg. Teniendo en cuenta estos parametros, en nuestra serie
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cumplieron criterios de riesgo estandar el 63.8% de los pacientes, mientras que el 36.2%
pertenecerian al grupo de alto riesgo.

El inconveniente de utilizar el riesgo clinico de forma aislada es, que pueden no ser
identificados el 20-30% de casos de riesgo estandar resistentes al tratamiento y también
aquellos en los que se administra tratamiento més intenso innecesariamente’’. Ademas,
estudios recientes han observado que los pacientes con meduloblastoma, a los que se les
aplica la misma terapia, tienen diferentes grados de respuesta, debido principalmente a

30738 por todo ello, utilizar

las diferencias histopatolégicas y biolégicas del tumor
exclusivamente las variables clinicas para determinar el riesgo de la enfermedad no es un
método recomendable en la actualidad. Esto ha propiciado la busqueda de nuevos
marcadores para la estratificacion del meduloblastoma, y en consecuencia que se hayan
realizado tantos estudios en la tltima década®®®.

Por un lado, se ha demostrado que existen factores histopatolégicos que determinan
el resultado clinico de los pacientes pediatricos diagnosticados de meduloblastoma por su
importancia pronostica, como son el subtipo histoldgico, el grado de nodularidad vy el

. 4,67 73,75,214
grado de anaplasia>®®4676%737>

, pero los tumores muestran grados altamente variables
de heterogeneidad, y el subtipado a través de la histopatologia tradicional es
especialmente dificil como también lo puede ser el analisis genético de biopsias

aisladas®®

. En nuestro estudio, solo disponiamos de informacién del tipo histoldgico del
tumor, que sumado a la dificultad mencionada, hizo que decidiéramos no incluir estos
factores histopatolégicos como determinantes del riesgo.

Por otro lado, la identificacién de alteraciones genéticas y moleculares permite
subagrupar los meduloblastomas con perfiles diferentes de comportamiento biolégico y

71,80,174

diferente resultado clinico . En este caso, se han identificado marcadores biolégicos

tales como la amplificacién de la familia de genes MYC, la pérdida del 17p/i(17)q, vy la
sobreexpresién del oncogén ERBB2, todos relacionados con un mal pronésticolos’log.
Igualmente, la acumulacion nuclear de B-catenina y monosomia del cromosoma 6, y la
sobreexpresion de TrkC se han asociado a un buen prondstico. Pero algunos de estos
marcadores gendmicos presentan baja penetrancia y modesta sensibilidad/especificidad.
Por lo tanto, son limitados como marcadores prondsticos y no se utilizan habitualmente

en la clinica para evaluar el riesgo, excepto en el caso de la amplificaciéon de MYCC y la

acumulacién nuclear de B-catenina, ambos validados en mas de 2 cohortes de estudio e
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incluidos actualmente en los esquemas de estadificacion de los ensayos clinicos

abiertos%*

. Este nuevo esquema ha sido la base para el disefo del protocolo PNET 5%,
del que hemos sido participes como miembros del grupo de trabajo de meduloblastomas
de SIOP Europa, que actualmente estd en fase de reclutamiento de pacientes, y ademas
ha servido de orientacidn en este estudio para elegir los marcadores mas idéneos de
aplicacion clinica a nivel nacional.

Asi, la valoracion del riesgo bioldgico en nuestra serie se basé en el andlisis de tres
marcadores: el MYCC y el MYCN para determinar el alto riesgo, y la B-catenina para
determinar el riesgo estandar. En el 88.1% de los casos en los que se pudieron obtener los
datos, el riesgo biolégico fue estandar, mientras que en el 11.9% restante fue de alto
riesgo.

El andlisis combinado de la estratificacidn por riesgo clinico y bioldgico puede mejorar
significativamente la eficacia de la gestion de los pacientes, permitiendo una
identificacion mas precisa de estos y administrar terapias mas reducidas en pacientes con
menos riesgo, evitando asi efectos secundarios innecesarios, y terapias mas intensas en
los de peor prondstico???. Cuando asociamos los dos criterios de riesgo en nuestra serie,
que pudo realizarse en el 90.4% del total de los pacientes, pudimos confirmar que existian
diferencias, con un resultado de riesgo estandar en el 55.6% de los casos y un 44.4% de
alto riesgo.

Concretamente observamos que los pacientes determinados como alto riesgo por
criterios clinicos, que fueron 63 casos, no cambiaron de estatus a pesar de los resultados
moleculares obtenidos, ya que cualquier factor clinico de alto riesgo confiere mal
prondstico al paciente pediadtrico con meduloblastoma. Mientras que, en los 111
pacientes de riesgo estandar por criterios clinicos, hubo 12 casos que pasaron a ser de
alto riesgo al sumarles los datos obtenidos en el analisis de la amplificacion de MYCC y
MYCN. Por consiguiente, el riesgo de estos pacientes estuvo infravalorado cuando se les
estratificd por factores clinicos exclusivamente y se les aplicaron tratamientos no
ajustados a su prondstico, ya que 8 de estos pacientes recibieron tratamiento de
protocolos SIOP PNET para riesgo estandar. De hecho 5 de estos 12 pacientes recayeron vy
murieron, y uno mas recayo y sigue vivo sin enfermedad. Esta descrito que entre el 20% y
el 40% de pacientes sometidos a los criterios de riesgo clinico estandar actuales

(enfermedad no metastasica y ningun tumor residual postoperatorio significativo)
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presentan un elevado riesgo de recaida, ya que no suelen identificarse en el momento del
diagndstico como alto riesgom.

Por otro lado, siendo la B-catenina nuclear positiva un marcador de buen prondstico
en meduloblastoma, en los nuevos protocolos se considera su utilizacién para detectar
aquellos pacientes de riesgo estandar a los que este nuevo criterio confiere un riesgo aln
mas bajo, y por ello un tratamiento adyuvante menos intenso. En nuestro estudio solo
obtuvimos positividad de B-catenina en 10 casos, que representan el 5.5% de nuestra
serie, de los cuales 5 partian de un riesgo clinico y bioldgico estandar, que podrian
definirse como tumores del subgrupo MBwnr con perfil de bajo riesgo y ser candidatos
potenciales a recibir menos radioterapia respecto a los protocolos estandar (SIOP PNET),
teniendo en cuenta que 4 de los 5 pacientes siguen vivos en la actualidad. Otros 4 casos
B-catenina positivos y con ambos criterios de riesgo tanto clinico como bioldgico alto,
aunque tenian la via WNT activada, no les beneficid. A pesar del tratamiento de alto
riesgo recibido, 3 de ellos recayeron y 2 murieron. El efecto beneficioso de la expresion
nuclear de B-catenina no se pudo estudiar en uno de los pacientes por datos incompletos
de riesgo clinico. Clifford y cols en un estudio retrospectivo realizado en la cohorte del

ensayo PNET 4 confirmaron estos efectos™®®.

Supervivencia de la serie

En nuestra serie, hemos descrito una supervivencia global a 5 afios del 57% y a los 10
anos del 50%. Aunque pueden parecer unos resultados pobres en comparacién con los
obtenidos en otros estudios multicéntricos y aleatorizados, que hallan una supervivencia

global a los 5 afios del 70-85%°°%* para los pacientes de bajo riesgo y del 30-

7097303335135 para los pacientes de alto riesgo, son valores similares a los descritos en

series que habian incluido pacientes pertenecientes a varios grupos de riesgo y que

habian recibido diferentes regimenes de tratamiento como en nuestro caso319>204,206,226

En Espana el RETI da un 55% de supervivencia a 5 afios del meduloblastoma, segun se
observa en la ultima cohorte analizada de 2009 y como figura en la Tabla 3°. Si cogemos

como referencia diferentes registros de tumores infantiles internacionales Ia

203,227
%

supervivencia a 5 afios para el SEER es del 69-71 , en Canada y en el registro de

98,228

cancer infantil aleman del 69% ,y en el registro nacional de tumores infantiles de UK

106



DISCUSION

la supervivencia a 5 afios del meduloblastoma infantil en menores de 15 afios es del
65%’.

Las diferencias en la supervivencia entre los datos de registros internacionales vy
nuestros datos, pueden en parte ser explicadas porque los estudios de supervivencia en
cancer infantil son todavia escasos e incompletos en nuestro pais, y mas aun para los
diferentes tipos histoldgicos, como sucede en el MB. Una manera de medir los datos de
supervivencia son los registros poblacionales de cdncer, y aunque en nuestro caso el RETI
aporta datos desde su creacion en 1980, es un registro hospitalario y no poblacional.
Asimismo, en nuestro pais la edad pediatrica finaliza a los 14 afios en ambulatorios y
centros de salud, y a los 18 afios en las unidades de oncologia pediatrica de los grandes
hospitales?®. Por ello faltan datos de seguimiento del paciente oncolégico dado que no
existen consultas de transicion al adulto. Otro sesgo es debido a que habra casos
pertenecientes a clinicas privadas o que fallecieron antes de ser diagnosticados, y por lo
tanto no registrados.

Estas reflexiones se observan en las estadisticas de mortalidad infantil por cancer en
todo el mundo®°.

En nuestra serie la supervivencia libre de eventos a 5 y 10 afios es del 60% y del 50%
respectivamente, con un tiempo medio de supervivencia libre de eventos de 76.2 meses
transcurridos desde el diagnéstico.

Se ha observado en los ensayos clinicos llevados a cabo que aproximadamente un

28,141,231,232 .
, en nuestra serie las

30%-40% de los pacientes con meduloblastoma recaen
recaidas ocurren en un porcentaje similar (43.8%). De los 89 pacientes fallecidos a lo largo
del estudio, 72 de ellos habian recaido al menos una vez. Entre los pacientes que han
recaido en nuestra serie un 12% sobreviven al término de este estudio, porcentaje muy
parecido al 10% descrito por otros autores®>>2®>.

En nuestra serie la mayoria de los nifos que recaen son menores de 10 afios, y
recaen dentro del primer ano tras el diagndstico. Algunos autores describen tiempos
medios desde el diagnostico a la recaida un poco mas altos?313362%9

No pudimos obtener el patrén de recaida en nuestra cohorte de manera satisfactoria,
pero esta descrito que en el caso del meduloblastoma el patrén es variable®*.

La recurrencia del meduloblastomas es fatal, excepto en contados casos de recaida

local tributaria de cirugia y en tumores no radiados previamente. A pesar de los avances
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en el tratamiento con nuevas drogas y modalidades de RT, todavia no hay una terapia

estandar aplicable a los pacientes en recaida después del tratamiento con RT y QT inicial.

Supervivencia global por factores prondstico

El sexo es un factor prondstico muy debatido en series pediatricas diagnosticadas de
meduloblastoma. Algunos estudios epidemiolégicos muestran que el sexo masculino es
un factor de riesgo independientemente de la edad, raza y pais, y representa
aproximadamente un 65% de los pacientes. Pero otros autores han observado que el
género femenino tiene una mejor supervivencia con significacion estadistica’”’. En la linea
de estos hallazgos, las nifias de nuestro estudio presentan un 24% de probabilidad menor
de exitus que los ninos. Aun asi, el sexo no es una variable con significacion estadistica
como factor aislado (p=0.236) en la supervivencia de los pacientes de este estudio,
ademas se puede observar que los eventos ocurren en proporcién parecida
independientemente del género. En este estudio la supervivencia global a 5y 10 afios es
mejor para las mujeres (66% y 59%) que para los varones (52% y 56%), y coincide con la
mavyoria de supervivencias descritas en la literatura?’2%3120206:240

Se decidioé dividir la variable edad en 4 rangos (0-4, 5-9, 10-14 y 15-17) debido a lo
observado en otros estudios® y a los rangos utilizados en los estudios poblacionales y

hospitalarios mas conocidos (por ejemplo, SEER y el RETI)*®

. Larelacién entre la edad y Ia
evoluciéon de la enfermedad tumoral en nifos no es lineal, observandose en los extremos
de la distribucion de la edad, es decir, infancia y edad adulta, peor evolucion que en los
pacientes de edad intermedia. Esta descrito que los pacientes mas jévenes en el
momento del diagndstico presentan un impacto negativo en la supervivencia a largo

plazo, y en la calidad de vida cuando sobreviven®*?*

. En una serie estudiada por Zeltzer y
cols®®, se demostré que los nifios menores de 5 afios con meduloblastoma, y en concreto
aquellos menores de 3 afios, tenian un prondstico significativamente peor. En este caso la
supervivencia libre de progresion era del 32% entre los nifios de 1.5 y 3 afios de edad,
frente al 58% de los nifilos de 3 afios o mayores. En nuestra serie en cambio, no se
observd ningun efecto significativo de la edad en la supervivencia global de los pacientes

(p=0.079). Podria ser debido a, que en los ultimos afos las nuevas tecnologias permiten

un diagndstico precoz y se disefian los protocolos de tratamiento por la edad del nifio, por
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lo tanto, disminuye la morbilidad encontrada en los protocolos anteriores, sobre todo
para los casos de mejor prondstico.

Uno de los factores clinicos con mayor influencia en el prondstico es el estadiaje M.
Al igual que en la mayoria de los trabajos puincados31’2°5’2°6’240, la supervivencia global de
los pacientes de nuestra serie mantiene la significacion estadistica (p=0.001) en el andlisis
bivariante, con una supervivencia global a los 5 afios y 10 afios del 65% y 59% para los
tumores localizados, y 35% y 30% para los metastdsicos. Destaca una mejor supervivencia
global a 5 afios en el caso de enfermedad metastasica estadio M3 (39%) frente a los
pacientes M2 (33%), ya que los M3 presentan un riesgo algo menor de muerte. En la
bibliografia revisada no se observa una diferencia significativa entre los pacientes M2 y
los M328313295292  pa hecho, un estudio prospectivo del grupo francés (SFOP) con
pacientes de alto riesgo mayores de 3 afios, consideraron la enfermedad metastasica
como M2/M3 y observaron para estos pacientes una SLE a 5 afios del 43.1%, también
comparable con el 40% observado en el estudio americano CCG921, el 40% del estudio
aleman HIT'91 y algo menos en el europeo PNET 3 con 34.7%, que es mas parecido al

obtenido en nuestro estudio?®3%3%%%

. Por otro lado, los pacientes M1 del estudio son
poco frecuentes y tienen una supervivencia muy corta, falleciendo los 3 casos antes de los
3 aiios tras el diagndstico. Aunque en nuestro estudio hemos considerado el estadio M1

30,242

como enfermedad metastasica, al igual que otros autores , en la literatura revisada no

estad claramente definido, ya que hay otros grupos que excluyen los pacientes M1 del

2 24 . o .,
993243 "En nuestro caso queda justificado, por la fatal evolucién de los

grupo de alto riesgo
pacientes con estadio M1, que la enfermedad diseminada en cualquiera de sus grados, se
clasifica como alto riesgo y se asocia a un peor prondstico.

Durante las ultimas décadas la evaluacidn radioldgica posterior a la intervencién
quirargica se ha ido estableciendo en sustitucién a la vision del cirujano para estimar el
volumen tumoral extirpado. En nuestro trabajo se ha definido la reseccién total del tumor
como la extirpacion completa del tumor segun el parte quirdrgico y la ausencia de restos
tumorales en la resonancia magnética posterior a la intervencidn. Con esta definicién, la
significacidn estadistica hallada en el andlisis bivariante (p=0.003) indica que el resto
tumoral es un factor prondstico independiente. Resultado también validado en el estudio

186

prospectivo a nivel europeo HIT-SIOP-PNET 4" y previamente en los estudios de los

30,141

grupos americanos COG y CCG , por lo que se sigue considerando a los pacientes con
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resto tumoral (R+) tras la cirugia como de alto riesgo®. Concretamente se habla de peor
prondstico en los pacientes con resto >1.5 cm?, con supervivencias libres de progresion a
5 afios del 74% para resecciones mayores del 90% y del 56% para los que tienen mayor
resto tumoral®®. En nuestra serie, el riesgo de morir para los pacientes con resto tumoral
<1.5 cm? y >1.5 cm?, solo es significativo (p=0.001) en el caso de la reseccidn casi total.
Esto puede ser debido a que el nUmero de pacientes con resto >1.5 cm’ es muy pequefio
y por ello el intervalo de confianza es mas amplio y es menos significativo.

Por otro lado, siguiendo los criterios del actual ensayo PNET 5 para meduloblastomas
de riesgo estandar, donde los pacientes sin resto tumoral o reseccidn casi total son
elegibles, al agrupar estos casos de nuestra cohorte frente a los que tienen un resto >1.5
cm?, el resto tumoral pierde significancia como factor independiente del prondstico
(p=0.27).

En la actualidad el objetivo de la resecciéon quirdrgica en pacientes pediatricos con
meduloblastoma, mayores de 3 afios de edad y sin metastasis, es conseguir un residuo
post-operatorio menor de 1.5 cm?. Por ello se recomiendan segundas cirugias para
conseguirlo. Un estudio reciente en 787 pacientes con meduloblastoma, incluye la
biologia molecular y valora el impacto del resto quirdrgico en la supervivencia,
concluyendo que no existe una asociacion definitiva entre la extensién de la reseccién y la
supervivencia global en los casos estratificados para el tratamiento segun sus
caracteristicas bioldgicas de riesgo™. Esto puede permitir en un futuro a los
neurocirujanos realizar cirugias mas seguras sin llegar a ser agresivos en los tumores que
no son factibles de reseccidn total, y evitar secuelas neurolégicas significativas. De todas
formas, el standard of care continla siendo “a mayor reseccién, mejor supervivencia”.

En cuanto al impacto de la histologia en la supervivencia global de los nifios con
meduloblastoma de nuestro estudio observamos significacién estadistica (p<0.0001). Con
un mejor resultado para los meduloblastomas desmopldsicos y de nodularidad extensa
(MBEN) que para los tipos clasico y LCA. En estudios previos también han observado que
los meduloblastomas desmopldsicos y los MBEN tienen mejor supervivencia, ya que la

95,214,243 .
. Asi,

desmoplasia y el grado de nodularidad no se consideran factores asociados
en nuestros pacientes, los subtipos histoldgicos desmoplasico y MBEN presentan menor
riesgo de muerte, con una supervivencia global del 68% y del 75% respectivamente, y que

no sufre modificaciones a los 5 y 10 anos del diagndstico. En cambio, el subtipo LCA
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presenta un riesgo de morir 3 veces mayor que el tipo clasico y resulta estadisticamente
significativo, con una supervivencia global a 5y 10 afios del 27% y 18% respectivamente.
Las distintas caracteristicas morfoldgicas del meduloblastoma de células grandes y su
asociacion con el comportamiento clinico agresivo fueron descritas por primera vez por
Giangaspero y cols. A partir de entonces muchos estudios han confirmado que los
meduloblastomas de tipo LCA son una variante agresiva caracterizados frecuentemente
por diseminacién en LCR, y asociados a un mal prondstico (Brown 2000, Eberhart 2002,
McManamy 2003, Leonard 2001, Gilbertson 2008, Lamont 2004, Ellison 2011).

Desarrollar una estratificacion terapéutica practica permite identificar y determinar
el riesgo de la enfermedad, asi la terapia adyuvante puede individualizarse y los efectos
adversos pueden minimizarse. Los factores clinicos e histolégicos de nuestra serie son los
gue han determinado el riesgo clinico de cada paciente. Los pacientes con riesgo clinico
estandar, definidos como meduloblastomas RO/MO en pacientes mayores de 3 afios, han
presentado una supervivencia global a 5 y 10 afios de 68% y 62% respectivamente.
Mientras que en los de riesgo clinico alto (Resto tumoral y/o M1-M3 y/o pacientes
menores de 3 afios) hemos observado un 40% y un 36% para los mismos cortes de
seguimiento tras el diagndstico, y se ha observado un riesgo mayor de probabilidad de
morir respecto a los de riesgo clinico estandar (p=0.00)

En la enfermedad de riesgo estandar, que es la base de los ensayos clinicos actuales,
el uso de diferentes biomarcadores y nuevos modelos de supervivencia permite la mejora
en la estratificacion del riesgo. Asi, en nuestro estudio sumamos el riesgo bioldgico
determinado por el analisis de los marcadores moleculares al riesgo clinico, y el 6% de los
pacientes cambiaron su riesgo inicial. En estos casos el riesgo clinico inicial estandar paso
a ser riesgo clinico y biolégico de alto riesgo, lo cual supone un riesgo mayor de
probabilidad de muerte, con una supervivencia a 5 y 10 anos del 45% y 40%. En esta
nueva estratificacidn por riesgo, a 8 de los 12 pacientes a los que les cambiaba el riesgo se
les administrd tratamiento para pacientes con riesgo estdndar (PNET 3 y PNET 4) y es
probable que actualmente se les hubiera tratado con protocolos mas agresivos. El 42% de
los pacientes infratratados estan muertos.

A medida que los nuevos conocimientos de biologia molecular de los tumores
cerebrales se obtengan partiendo de estudios prospectivos de amplias cohortes en

ensayos multicéntricos (Grupo de estudio del Cancer Infantil, Grupo de Oncologia
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Pediatrica, Sociedad para la Oncologia y Hematologia Pediatrica, etc.) y, por lo tanto,
puedan trasladarse sus resultados, asi como su aplicacién al campo de la clinica, surgiran
nuevas clasificaciones de los tumores cerebrales de acuerdo con sus caracteristicas
genéticas, incorporadas a las ya descritas, histolégicas, inmunohistoquimicas
ultraestructurales, bioldgicas y radioldgicas, que posiblemente permitirdn una mayor
precisidn a la hora de definir entidades, orientar el prondstico y determinar tratamientos
especificos dentro de una misma categoria diagndstica, evitando terapias neurotdxicas en

tumores con factores prondsticos favorables.
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1.- Se ha conseguido la centralizacién de datos y muestras de pacientes pediatricos
con meduloblastoma en un estudio multicéntrico, gracias a la colaboracién de las
Unidades de Oncologia Pedidtrica y de los servicios de Anatomia Patoldgica de los

hospitales de la red nacional.

2.- A pesar de la amplitud del periodo de estudio, se han uniformizado criterios en los
aspectos clinicos e histolégicos en un porcentaje superior al 82% de las muestras

remitidas. Se encontraron solo 3 discrepancias en el estudio centralizado.

3.- Tras la puesta a punto de los estudios moleculares del meduloblastoma, al afiadir
los criterios moleculares obtenidos, observamos que el riesgo estandar inicial se modificd
negativamente en un 6% de los pacientes incluidos. Que potencialmente hubieran sido

candidatos a tratamientos de alto riesgo.

4.- De las caracteristicas clinicas y moleculares analizadas, resultaron factores
prondsticos independientes el tamafio del resto tumoral, la presencia de metastasis y la
amplificacién del gen MYCC. Resultados que son equiparables a los obtenidos por otros

grupos utilizando los mismos parametros.

5.- Se observo peor supervivencia global en los pacientes con resto tumoral y en los

pacientes con enfermedad diseminada al diagnéstico.

6.- Analizando la supervivencia y los resultados del estudio molecular de 15 pacientes
con MYCC positivo, 7 eran de bajo riesgo clinico y murieron 5, por otra parte 8 de alto
riesgo clinico y murieron 7 pacientes. Se concluye que la amplificacién del MYCC es un

marcador de mal pronéstico.

7.- La supervivencia de los pacientes de nuestra serie, al compararla con los datos del

RETI-SEHOP y los datos de otros estudios, valida nuestra serie como una muestra

representativa de la poblacién pedidtrica con meduloblastoma.
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