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RESUMEN

La presente tesis propone el estudio de la via de regulacion sonic hedgehog en tumores
pediatricos malignos, como son el meduloblastoma y el neuroblastoma. El tema de
estudio se introduce mediante una descripcion del desarrollo del sistema nervioso,
diferenciando el origen neuroectodérmico del meduloblastoma, del origen de los
neuroblastomas a partir de la cresta neural. Posteriormente se especifican los genes
reguladores mas importantes de la via sonic: GLI, SMO, PTCH , SUFU y HHIP, asi
como la localizacion celular y la funcidon de las proteinas codificadas por esos genes.
Los dos primeros codifican proteinas que actiian como reguladoras positivas de la via,
mientras que los tres ultimos codifican proteinas supresoras tumorales. La
hiperactividad de la via sonic se asocia al desarrollo de diversos tipos de cancer, entre

ellos los sujetos a estudio en esta tesis.

Tras revisar las alteraciones genéticas mas importantes de estos tumores, se pasod al
estudio experimental, que constd de las siguientes fases: 1) Expresion de los genes
asociados a la via sonic, incluyendo el estado de metilaciéon de los promotores de los
genes supresores tumorales. 2) Modelo de inhibicién in vitro de la via sonic, mediante
ciclopamina, que actua inhibiendo a SMO, y mediante siRNA contra GLI. 3) Respuesta
celular a la inhibicion de la via sonic, atendiendo principalmente a la viabilidad celular
y a la clonogenicidad en agar blando. 4) Modelo in vivo de xenotrasplante de células

tratadas in vitro, y no tratadas, a ratones inmunodeprimidos.

Los resultados del trabajo apuntan hacia las siguientes conclusiones: 1) La via sonic
hedgehog esta activa en meduloblastomas y neuroblastomas, como se mostrd a través
del andlisis de expresion de sus reguladores mas comunes, y mediante el estudio
epigenético de algunos de los genes supresores de tumores. 2) La inactivacion de la via
indujo una caida en la viabilidad celular y en la clonogenicidad en agar blando, lo cual
es indicativo de una disminucion de la tumorigenicidad in vitro en las células tratadas.
3) El modelo de xenotrasplante mostr6 que la ciclopamina fue capaz de reducir
eficazmente la tumorigénesis in vivo de las lineas de meduloblastoma DAOY vy
D283Med en ratones inmunodeprimidos, mientras que DAOY mostr6 una menor

reduccion de crecimiento tumoral que D283Med tras el tratamiento con siRNA.
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INTRODUCCION

1 EL SISTEMA NERVIOSO

1.1  Origen embrionario del sistema nervioso

El sistema nervioso humano se divide en dos subsistemas con diferentes

funciones: el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico (SNP).

El SNC es el centro de procesamiento principal del cuerpo humano. Controla y
coordina los procesos intelectuales y todas las actividades conscientes e inconscientes
que llevamos a cabo en respuesta a diferentes estimulos.

El SNP se subdivide en dos subsistemas:

o Sistema nervioso somatico-sensorial, responsable de nuestras actividades
conscientes en relacion con el medio ambiente externo y de nuestras acciones
motoras.

o Sistema nervioso autonomo, responsable de nuestras actividades inconscientes,
manteniendo en un nivel constante la homeostasis del medio interno: la presion
sanguinea, la funcion cardiaca y respiratoria, la temperatura corporal o la

secrecion glandular, entre otras.

El crecimiento neural es uno de los programas del desarrollo embriolégico més
temprano y, sin embargo, el ultimo en ser completado tras el nacimiento. Asi, tras la
fecundacion de un 6vulo por un espermatozoide se produce una serie de rapidas
divisiones y, en el comienzo de la tercera semana del desarrollo embrionario, aparece
en la region dorsal media del embrion la denominada placa neural. Posteriormente sus
bordes laterales se elevan y forman los pliegues neurales que continuaran elevandose
y acercandose a la linea media hasta fusionarse constituyendo el tubo neural.

El tubo neural se polariza dorsoventralmente de tal modo que se producird una
diferenciacion celular en la region dorsal distinta a la de la region ventral. Entre las
estructuras dorsales se incluirdn la placa del techo y la cresta neural, constituyendo
esta ultima una estructura separada y discreta que tan solo perdura en etapas tempranas
del desarrollo, mientras que las estructuras ventrales daran lugar a la placa del suelo 'y

1
a las neuronas motoras’.
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Asi, a pesar de un origen embrionario comun, el tubo neural y la cresta neural

daran lugar a diferentes componentes del organismo (Figura 1).

PLACA MEURAL

/Surc:o neural

Pliegue neural

Tubo neural

-:-- "f. + ‘K\ r\i::;tloo:.lorda
= “{' =

Me=sodermo

Motocorda

Ectodermo

Mesodermo

Endodermo

= Joh
Células de la - Q
Cresta Meural . 5

Tubo neural

Figura 1. Formacion del tubo neural y de la cresta neural (obtenida de Life: The
Science Biology, 8 edicion, 2007)

1.1.1 Desarrollo y diferenciacion de las células del tubo neural
En los extremos caudal y craneal del tubo neural la fusion se retarda
presentando unos neuroporos que se obliteran unos dias mas tarde. En el extremo
cefalico del tubo neural se formardn tres dilataciones, las vesiculas encefdlicas
primarias: 1) prosencéfalo o cerebro anterior, que a las cinco semanas estard formado
a su vez por una seccion anterior, el telencéfalo, con dos evaginaciones laterales, los
hemisferios cerebrales, los cuales formaran los ventriculos laterales (primer y segundo
ventriculo) quienes dardn lugar al cuerpo estriado - caudado y putamen -, el
hipocampo y al neocortex; y que se comunican por medio de los agujeros
interventriculares de Monro con la seccidn posterior, el diencéfalo (tercer ventriculo),
que formara el subtalamo, el hipotalamo, el tdlamo y el epitdlamo; 2) mesencéfalo o
cerebro medio (vesicula intermedia); y 3) rombencéfalo o cerebro posterior, dividido
en metencéfalo, que mas adelante dard lugar a la protuberancia y al cerebelo, y en
mielencéfalo, quien conformara el bulbo raquideo.
En su interior el tubo neural se divide en el conducto del epéndimo o central,

constituyendo la que serd la luz de la médula espinal; el cuarto ventriculo -luz del
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rombencéfalo-; el tercer ventriculo -luz del diencéfalo- ; y los ventriculos laterales -

luz de los hemisferios cerebrales- (Figura 2).

Prosencéfalo
< secundario
Diencéfalo

Mesencéfalo —_— .
\ Mesencéfalo

Rcmbencéfala< Metencefalo

Mielencéfalo

Prosencéfalo

Médula
espinal —  ——— Médula

espinal

Figura 2. Formacion de las vesiculas encefalicas a partir del tubo neural rostral
(obtenida del Atlas de Histologia Vegetal y Animal, El Sistema Nervioso Central,
Facultad de Biologia, Universidad de Vigo, 2016)

La pared del tubo neural est4 dividida en dos zonas: una zona ventricular o capa
del manto - adyacente a la luz del tubo - formada por células neuroepiteliales, que se
extienden formando un grueso epitelio llamado neuroepitelio o capa neuroepitelial.
Una vez cerrado el tubo neural, comienzan a dar lugar a unos nuevos tipos celulares
primitivos: neuroblastos, astroblastos, oligodendroblastos y ependimoblastos, que
posteriormente se diferenciardn en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y
ependimocitos respectivamente y mas adelante formaran la sustancia gris. Por la
continua adicién celular a la capa del manto se observardn unos engrosamientos
ventrales o placas basales, que forman las areas motoras; los engrosamientos dorsales
son las placas alares, y constituyen las areas sensitivas. La otra zona, mas externa, es
denominada capa marginal:carece de nucleos y en ella se distinguen las
prolongaciones celulares que, como consecuencia de la mielinizacion adquiriran un

aspecto blanco y constituiran la sustancia blanca’.

El SNC esté cubierto por tres capas contiguas de tejido conectivo, las meninges,
llamadas duramadre, membrana aracnoidea y piamadre, estando el espacio entre estas

dos ultimas capas lleno de liguido cefalorraquideo.
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1.1.2 Desarrollo y diferenciacion de las células de la cresta neural
Durante la invaginacion de la placa neural aparece un grupo de células que se
originan entre el limite de dicha placa, a ambos lados del surco neural, y el ectodermo
no neural gracias a una induccion producida entre ambos tejidos® (Figural). Asi, los
precursores que tienen el potencial para formar la cresta neural estdn en principio
contenidos dentro de la porcion dorsal del tubo neural’ y tienen origen ectodérmico
siendo denominadas células de la cresta neural, las cuales gracias a sus propiedades
pluripotentes se diferenciardn en muy diversos tipos celulares: neuronas (como las del
SNP simpdtico y parasimpatico), células gliales (como las células de Schwann,
importantes en la mielinizacién de los nervios periféricos), melanocitos, odontoblastos,
células endocrinas (como las células cromafines de la médula adrenal) y células
mesenquimales (las cuales reciben la denominacion de “mesoectodermo” o
“ectomesénquima” en oposicion a aquellas derivadas del mesodermo)®. Es decir,
diferentes sistemas como son la piel, los dientes, las glandulas adrenales, huesos y
tejidos blandos de cabeza y cuello’, el tracto gastrointestinal y el tejido neural
participan de un mismo origen celular, lo cual conlleva profundas implicaciones para
la compresion de los tumores denominados PNET (Primitive Neuro-Ectodermal
Tumors) o tumores neuroectodérmicos primitivos que si bien son poco frecuentes son
muy agresivos. Resulta, por tanto, importante la funcion de la cresta neural. Incluso ha

. . 6
llegado a ser denominada “la cuarta capa germinal™™.

Podemos dividir las células de la cresta neural en al menos cuatro poblaciones
axiales diferentes (craneal, cardiaca, vagal y troncular) cada una de la cuales migrara a
lo largo de una tunica via y contribuird a un tnico tipo celular y tisular especifico, que
sera distinto para cada nivel axial. En la region craneal se producird una migracion
dentro de los arcos faringeos formando el ectomesénquima, contribuyendo a la
formacién de tejidos en una zona del cuerpo que caracteristicamente contiene

derivados del mesodermo (cartilago, hueso y tejido conectivo) (Figura 3).
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culares lisay osteocladtos

Figura 3. Migracion y diferenciacion de las células de la cresta neural a lo largo
de la via ventral desde el tubo neural dorsal (obtenido de Stem Cell Rev 2012,
8(3):658-71).

1.1.3 Desarrollo y diferenciacion del sistema nervioso simpatico
En el curso de la quinta semana del desarrollo del embrion algunas células
pluripotenciales derivadas de la porcion toracica de la cresta neural emigran a cada lado
de la médula espinal hacia la region situada inmediatamente por detras de la aorta
dorsal, constituyendo los dos cordones simpaticos primitivos a cada lado de la columna
vertebral. Desde su posicion en el torax, los neuroblastos emigran hacia las regiones
cervical y lumbosacra, extendiendo las cadenas simpaticas. Algunos neuroblastos
simpaticos migran por delante de la aorta y forman los ganglios preaorticos, como los
celiacos y los mesentéricos. Otros emigraran hacia el corazén, los pulmones y el aparato
gastrointestinal dando origen a los plexos viscerales simpaticos. Una subpoblacion de
estas células invade la cara medial de la corteza primitiva de la gandula suprarrenal
dando origen a la médula de la misma', y dicha subpoblacién adquiere la capacidad de
responder a los glucocorticoides y, bajo la influencia de estas hormonas, van perdiendo
los rasgos neuronales y adquiriendo la expresion de marcadores endocrinos. Este
periodo se caracteriza por un gran crecimiento y apoptosis neuronal.
Todos estos procesos bioldgicos estan modulados por las interacciones con las
dianas tisulares inervadas, ya que unicamente las neuronas inmaduras que establecen

conexiones con las estructuras orgdnicas dianas desarrollaran la diferenciacion
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progresiva, adquiriendo maduracion neuronal o el fenotipo celular cromafinico,
caracterizados por el establecimiento de conexiones sinapticas y la sintesis y liberacion
de los neurotransmisores especificos. Los neuroblastos que no consiguen
interconectarse con los 6rganos dianas experimentan la muerte celular programada por

el fenémeno de la apoptosis’.

1.2 Las células madre en el sistema nervioso

1.2.1 Introduccion

Las células madre se caracterizan por su capacidad de autorregeneracion
mediante divisiones celulares mitoticas, asimétricas y simétricas, y por ser células con
capacidad de diferenciacion multilinaje, es decir, pueden se totipotenciales, como las
del zigoto que constituyen el embridn o el trofoblasto de la placenta; pluripotenciales
que se pueden diferenciar en casi todos los tipos celulares que surgen de las tres capas
germinales; o multipotenciales que daran lugar a una diferenciacion celular limitada en

funcién de su localizacion®.

Las células madre pluripotenciales del sistema nervioso neural se pueden
dividir en células madre neurales (CMN), que se localizaran en el SNC, y en células
madre de la cresta neural (CMCN), que lo hardn en el SNP y en otros tejidos,
compartiendo caracteristicas con las primeras, ya que, como ya se ha indicado, las

células de la cresta neural tienen su origen en algunas células del tubo neural.

1.2.2 Células madre neurales y neurogénesis del sistema nervioso
central

Las células madre neurales (CMN) tienen la capacidad de diferenciarse en
neuronas, células de la astroglia y de la oligodendroglia’, por lo que pueden dirigir los
procesos neurogenéticos durante el desarrollo y maduracion del SNC. De este modo,
durante las fases tempranas del desarrollo embrionario del SNC las CMN
experimentan divisiones simétricas que mantienen la poblacion de células madre vy,
posteriormente, durante la fase neurogénica, pasan a dividirse asimétricamente con el
objeto de producir mas células madre y precursores de la proliferacion, principalmente
pertenecientes al linaje neural, que migran a sus localizaciones especificas dando lugar
a todas las células del SNC. Tras esto se produce un descenso del nimero de CMN,

~ . . 10
aunque una pequefia cantidad permanece en regiones concretas .
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En la década de los sesenta Joseph Altam describid la neurogénesis en algunas
areas del cerebro postnatal y adulto de la rata aunque las CMN del cerebro del raton
adulto no fueron aisladas hasta 1992'" momento a partir del cual ésta se describio en
varios mamiferos, incluido el ser humano'?. Asi, la neurogénesis persiste en la vida
adulta fundamentalmente en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo,
cumpliendo un papel importante en la memoria témporo espacial, y en la que es la
mayor region neurogénica del adulto, la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos
laterales del prosencéfalo desde donde migran hacia el bulbo olfatorio en el caso de los
mamiferos mientras en el ser humano su destino es desconocido, aunque en el cuerpo

estriado adyacente a él se sabe que se produce neurogénesis'® (Figura 4).

La consecuencia principal de este hecho es la presencia de células
indiferenciadas, células madre mitoticamente activas y progenitores celulares dentro
de esas regiones cerebrales especificas, pudiendo contribuir posteriormente a la

formacion de células tumorales.

1.2.3 Células madre de la cresta neural y neurogénesis del sistema
nervioso periférico

Una vez que se han formado las células de la cresta neural, éstas sufren un
proceso de induccion en el cual la disminucion en la expresion de las moléculas de
adhesion celular como la E-cadherina promueve la delaminacion o salida de las células
de la cresta neural desde la placa neural, al mismo tiempo que tiene lugar el comienzo
de la migracion celular hacia el cuerpo'® siguiendo vias precisas. Asi, las cuatro
poblaciones axiales -craneal, cardiaca, vagal y troncular- migran a lo largo de estas
unicas vias, como ya se sefiald en el punto 1.1.2.

Desde el punto de vista de la biologia de las células madre, las células de la cresta
neural representan una fuente de células madre pluripotenciales en el adulto™ por lo que
resulta de gran interés saber si las células de la cresta neural individualmente son
pluripotenciales o si, por el contrario, la mayoria de estas células son restringidas, ya sea
al principio de la migracion o poco después. Los datos hasta la fecha apuntan hacia un
namero restringido de células con capacidad pluripotencial* existiendo diversos tipos
identificados en un numero creciente de tejidos adultos en animales y seres humanos
como es el caso del sistema nervioso entérico, la cornea, los foliculos pilosos y la piel'*
16,17 Asimismo, cuando las células madre de la cresta neural se han diferenciado tras los

estadios postmigratorios, exhiben una plasticidad fenotipica, como las células

39



Ventriculus | Crus anferius
Nucleus caudatus (Caput) 5 psula externa
Capsula interna
Genu capsulae intemae
Futamen
Pallidum
Crus posternius
Thalamus
Nuclaus caudatus (Cauda)
Hippocampus
Ventriculus 15 — Radiatio cptica

Zoma subvestricelar @ fo fargo de fa pared fateral

C. delosventriculors iaterales D.
E '@' CEfLE iTradee CTm ATELFOITE SN ED o W R LOME TR E
W meuroblasto & EUFONG DiFETdEr B qformérulo
@ ceEfua mtral [ rrewrarra granuiar
g céfula transitoriamente amphificada e feurang FraEtar ruera

Figura 4. Zonas de actividad neurogénica en el cerebro adulto. (obtenido y adaptado

de Nature Reviews Cancer 2006, 6(6):425-36).
Localizacion del giro dentado del hipocampo.
Giro dentado que contiene un area neurogénica, la Zona Subgranular, y ZSV.
Localizacion de la ZSV en los ventriculos laterales.
Seccion horizontal del cuerpo estriado.

Tipos celulares implicados en la maduracion del SNC.
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epidérmicas y las células de Schwann de los nervios periféricos que, en cultivos
celulares aislados, son capaces de revertirse en progenitores pluripotenciales de la cresta
neural dotadas de autorregeneracién'™ ", lo que sugiere una potencial funcion para
repararse”’.

De todo ello se deduce que, la existencia de dichas células en tejidos adultos
sumada a la capacidad de los progenitores para adquirir nuevamente fenotipos

pluripotenciales, podria ser la causa de algunos tipos tumorales aparentemente no

relacionados entre si.

1.3 EL CEREBELO

1.3.1 Introduccion

Situado en la fosa craneal posterior, dorsal al tronco del encéfalo e inferior al
l6bulo occipital, el cerebelo constituye tan solo el 10 % del total del volumen cerebral
y, sin embargo, lo conforman muchas méas neuronas que en el resto del encéfalo®'. Su
funcién es la de ser el centro de la coordinacidon postural y motora. Asi mismo, esta
implicado en una serie de funciones cognitivas y afectivas, las cuales dependen de
interacciones precisas entre, al menos, cinco tipos de neuronas. De éstas, las mas
abundantes son las células granulosas (neuronas secretoras de glutamato) que, a su
vez, son reguladas por la actividad de las células de Purkinje que transmiten sefales

desde el cerebelo a otras partes del cerebro®.

1.3.2 Desarrollo del cerebelo

El cerebelo se desarrolla a partir de las porciones dorsolaterales de las placas
alares del metencéfalo que se curvan en sentido medial y forman los labios rombicos,
quienes en la porcion caudal del metencéfalo estdin muy separados, pero
inmediatamente por debajo del mesencéfalo se acercan en la linea media, quedando
comprimidos en direccion céfalocaudal y formando la placa cerebelosa. Esta placa
presenta una pequeia formacion en la linea media, el vermis, y dos porciones laterales,
los hemisferios cerebelosos'.
Tras la formacion de la estructura cerebelosa existen dos compartimentos
germinativos, la zona ventricular (ZV) localizada en el techo del cuarto ventriculo y

los labios rombicos (LR).
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1.3.3 Neurogénesis del cerebelo

La neurogénesis en el cerebelo estd estrictamente compartimentalizada. Los
progenitores de la ZV alcanzan a neuronas GABAérgicas y los de los LR a células
glutamatérgicas™ generandose, de este modo, diferentes categorias neuronales

dependiendo de la etapa del desarrollo.

Las neuronas desde los nucleos cerebelosos profundos -como el ntcleo dentado-
y de la corteza cerebelosa son las primeras liberadas en los inicios de la neurogénesis,
lo que incluye a las neuronas glutamatérgicas de los nucleos profundos derivadas de
los LR, las proyecciones neuronales GABA¢érgicas de los nucleos olivares y las células
de Purkinje derivadas de la ZV. Las interneuronas locales de ambos fenotipos de
neurotransmisores se forman durante la ultima etapa de la embriogénesis y el
desarrollo postnatal temprano. Finalmente, tanto los progenitores de los LR como los
de la ZV, alcanzan a las neuronas que pueblan el cerebelo adulto mediante

. . . 23
migraciones secuenciales™.

Algunas de las células del neuroepitelio emigran hacia la superficie del cerebelo y
foman la capa granulosa externa (CGE) que, en el sexto mes del desarrollo comienza
a liberar diversos tipos celulares: las células en cesta, estrelladas y granulosas. Durante
este periodo la CGE se expande gracias a la accion de la proteina Shh secretada por
las células de Purkinje®* aunque dicha actividad gradualmente va cesando hasta que
estas células postmitdticas migran hacia el interior, hacia la capa granulosa interna
(CGI) donde frenan su actividad para finalizar su proceso de maduracion durante las

primeras semanas postnatales.

2 DESARROLLO DE LA ViA SONIC HEDGEHOG

Existen evidencias de que los mismos mecanismos que controlan la neurogénesis de las
CMN y CMCN, es decir, la autorrenovacion y la diferenciacion, se hallan implicados en la
formacion de los tumores del SN. La malignidad tumoral puede adquirirse o mantenerse
en un estado de células madre que poseen caracteristicas de replicacion ilimitada y
autorrenovacion. Los programas de desarrollo Sonic Hedgehog (Shh), Notch y
Whnt/Bcatenina juegan un papel muy importante en la determinacion de las células madre y
la renovacion de diversos tejidos y, del mismo modo, la alteracion de dichas vias parece

.y . . .2
ser un tema recurrente en la tumorigénesis embrionaria®, como sucede en los MB y NB.
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Figura 5. Estructura tridimensional del dominio de sefializacion de Shh (obtenido
de Hall, T.M y cols, Nature 1995, 378(6553):212-6).

2.1 Introduccion

El gen hedgehog (erizo) original se hallé en Drosophila y su nombre se debe a la
apariencia del fenotipo mutante que daba origen a un embrién cubierto de denticulos
puntiagudos con aspecto de un erizo. Presenta tres formas o ligandos homoélogos en
los mamiferos: Sonic (Shh), Indian (Ihh) y Desert (Dhh) Hedgehog -cuyos nombres
estan referidos al popular personaje de un video juego de Sega el primero y los
siguientes a dos especies de erizo™-. Las proteinas Shh (Figura 5) son secretadas por
las células, como las de Purkinje en el cerebelo, y actlian tanto de modo paracrino

como autocrino en las células diana. Dichas proteinas tienen dos unidades funcionales:

= N-terminal 19 kDa (amino-terminal) o Shh-N con actividad sefializadora®’
es la porcion soluble y se ha observado que permanece asociada a la
superficie celular®”**

= C-terminal 25 kDa (carboxi-terminal) o Shh-C con propiedad
autocatalitica®’, cuya funcion es desconocida, y que difunde libremente en

1..1.27,28
la célula™ “°.

La via de sefializacién IThh juega un rol durante la osificacion endocrondral y la
diferenciacion condral, de modo que su mutacién sin sentido heterocigotica se relaciona
con la braquidactilia Al caracterizada por la ausencia o acortamiento de las falanges
medias de los dedos® y su mutacion en homogigosis estd asociada a la displasia

acrocapito-femoral, una enfermedad 6sea recientemente descrita que se caracteriza por
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una estatura corta con extremidades acortadas y epifisis conicas apreciables

radiograficamente principalmente en manos y caderas”' .

La via de seiializacion Dhh se relaciona con la diferenciacién gonadal y el
desarrollo perineural estando por ello asociada su mutaciéon homocigotica a la

disgenesia gonadal parcial acompafada de polineuropatia miofascicular®.

La via de sefializacion Shh es un sistema altamente conservado cuyo gen es el

mas ampliamente estudiado entre los de la familia hedgehog de los vertebrados.
Participa en la regulacion de la formacion y supervivencia de las células progenitoras
en el desarrollo embrionario animal orquestando la comunicacién entre diferentes tipos
celulares, su proliferacion, diferenciacion y especializacion® .  Se requiere su
participacion en el establecimiento de varios 6rganos como el cerebro, pulmon, piel,
prostata, intestino y extremidades. En concreto en el desarrollo del cerebelo los
precursores de las células granulares precisan de proteina Shh para su proliferacion
durante el periodo perinatal. También la via Shh controla el desarrollo del crecimiento
del cerebro ventral/corteza cerebral®®.
Tras el nacimiento, la via Shh permanece activa en aquellos lugares en los que
continia la renovacion de los tejidos en el adulto y durante los procesos de dafio y
reparacion”™. Es por ello que algunos sindromes humanos son debidos a alteraciones
genéticas que afectan a los genes de esta via®®, como alteraciones esqueléticas, espina
bifida oculta, manchas palmares/plantares, o queratoquistes mandibulares, lo cual es
reflejo de la importancia de la via durante el desarrollo. Del mismo modo, en la
evolucion se ha producido una seleccion positiva dando como resultado un mayor
crecimiento del cerebro en comparacion con otras especies de primates”’.

Los diferentes tejidos y 6rganos requieren distintos niveles de expresion de Shh
en diversos estadios para el desarrollo normal y su funcionalidad, por lo que cualquier
alteracion de la actividad de la via puede derivar en alteraciones de los mismos a nivel
de control del desarrollo, como la holoprosencefalia causada por la falta de division del
l6bulo frontal del cerebro del embridn para formar los hemisferios cerebrales bilaterales
(las mitades izquierda y derecha del cerebro), causando defectos en el desarrollo de la
cara y en la estructura y el funcionamiento del cerebro. Asi, se ha visto que, en los
embriones mutantes de raton Shh-/- se produce una forma dominante de

holoprosencefalia, con ciclopia y fusién de los hemisferios cerebrales, mientras que los
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ratones Shh+/- no la padecen. Asi mismo, alteraciones aparentemente no relacionadas,
como la microftalmia colobomatosa no sindrémica o el sindrome de incisivo central
maxilar Gnico®®, pueden asociarse a multiples anomalias de la linea media, como la

holoprosencefalia®* **

, asocidndose asi con alteraciones genéticas de Shh.
Del mismo modo, las mutaciones que reactivan inapropiadamente la sefializacion Shh,
cuando ha cesado el periodo critico de organogénesis y deberia haber cesado

definitivamente su actividad, estan ligadas al desarrollo de diferentes tumores™.

2.2 Componentes de la via de sefializacion Shh

En la Tabla 1 se muestran las principales acciones de los diferentes genes de la
via de senalizacién Shh y sus repercusiones clinicas.
= Ptchl (Patchedl) es un receptor que presenta 12 dominios
transmembrana y se une a cualquiera de los tres ligandos Hh (Shh, Thh y
Dhh) con igual afinidad en mamiferos. Su gen correspondiente se
localiza en el locus 99q22.3. Su funcién es inhibir a SMO por medio de
un mecanismo que no es conocido con exactitud, si bien se sugiere que
se produce algiin tipo de cambio conformacional® *'. Se ha aludido a la
posibilidad de que Ptchl desplace a la 3B-hidroxiesteroide Pro-vitamina
D3, que estando ligada a Smo le inhibe™. De hecho, la adicion exdgena
de Pro-vitamina D3 es un inhibidor mas potente de Smo que la
ciclopamina®. Sin embargo, los inhibidores de la via Shh basados en la
vitamina D3 también interactian con las acciones propias de esta
vitamina, por lo que para su uso terapéutico se estan evaluando
analogos de la vitamina D3 que contienen un anillo A aromatico que
muestra una potencia y selectividad mejorada frente a la senalizacion de
Shh*.
PTCHI actia como un gen supresor tumoral de esta via, siendo
también uno de los genes diana regulados por Gli1***.
En ratones se ha visto que los heterocigotos PTCH1-mutantes presentan
anomalias similares a los pacientes con sindrome de Gorlin (la triada
clasica de esta enfermedad hereditaria de caracter autondémico
dominante son la presencia de multiples nevus, queratoquistes

odontogénicos e hiperqueratosis palmoplantar)®.
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SMO (Smoothened) es un receptor con 7 dominios transmembrana,
del tipo GPCR (receptor acoplado a proteinas G), esencial para la
activacion de la via Shh y conservado desde las moscas a los humanos,
localizandose en el cromosoma 7p32.3. Antes de ser activada la via
Shh, Smo se encuentra inhibido por Ptchl. Tras la union de Shh a Ptchl
y a otros co-receptores, se produce la traslocacion de SMO al cilio
primario, posiblemente en vesiculas, donde se inicia la transduccion de
sefial. Se discute como es dicha transduccion pero se plantea la cuestion
de si existen varias vias que puede depender del tipo celular o tejido,
del momento del estado de diferenciacion de la célula o del organismo,
asi como de una serie de otros factores (incluidas las diferencias entre
especies). Una de esas vias conduce a la no fosforilacion de Gli, el cual
se estabiliza y es capaz de iniciar la transcripcion®®, *'.

SMO puede, ademas, funcionar como un oncogén y su activacion
no regulada conduce al desarrollo del cancer®™. La ciclopamina, un

alcaloide natural de la planta Veratrum Californicum®, inhibe

directamente a SMO.

HHIP (Hedgehog-interacting protein) es una proteina multidomino
cuyo gen se localiza en el locus cromosomico 4q31.21-31.3, que actua
como un antagonista endoégeno de los tres ligandos Hh con la misma
afinidad que PTCH1°*°",
HHIP se expresa en la mayoria de los tejidos humanos fetales y
adultos®® y es una de las dianas para la intervencion en la angiogénesis
tumoral debido a su participacién en el modelado vascular™. Su
expresion tiene lugar en células localizadas cerca de aquellas que
expresan Shh; la expresion ectopica de Shh lleva a expresion ectopica
de HHIP lo que indica que éste sea una de las dianas de transcripcion
de la sefalizacion Shh, ademas de formar parte de un feedback negativo
con el ligando Shh".

HHIP, como PTCHI1, es considerado como posible gen supresor
tumoral debido a su papel inhibidor de la via de sefalizacion Shh. De

hecho, ambos son activados transcripcionalmente en respuesta a la
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senalizacion Shh. Asi, en experimentos en los que se produce una
ganancia de funcion, Shh se une a HHIP y debilita la sefializacion de la
Viaso,54 al dificultarse la union de Shh a Ptchl.

La sobreexpresion de Hhip en los animales causa defectos graves en el
esqueleto y la pituitaria mientras que la pérdida de funcién de Hhip
produce malformaciones de pulmoén, esqueleto, estbmago y pancreas,
aunque curiosamente, las consecuencias de la pérdida de funcion de
Hhip son relativamente menores en la médula espinal, si bien la funcién

de Hhip en la médula espinal en desarrollo se hace evidente cuando la

actividad de Ptchl se reduce.

SUFU (Supressor of Fused) localizado en el cromosoma 10q24.3, es
importante en el desarrollo embrionario en relacion con la via Shh al
actuar como un regulador negativo mediante la inhibicion del transporte
de Gli desde el citoplasma al nucleo. De hecho, la pérdida de
heterocigosidad de su locus cromosdmico se produce en las neoplasias
de prostata, pulmoén, mama, y en los MB*>™.

El gen SUFU humano codifica tres productos proteicos diferentes de
433, 481 y 484 aminoacidos’®, aunque también se ha informado acerca
de dos variantes que codifican 359 y 388 amino4cidos™, compartiendo
todos ellos una regiéon N-terminal de 340 residuos, correspondendiente
a los ocho primeros exones , que muestran, sin embargo, regiones C-
terminales variables. El dominio C-terminal de interaccion con SUFU
(SIC) y el dominio N-terminal de interaccion con SUFU (SIN) se
requieren para la inactivacion de Gli’" ®; posiblemente la union
simultdnea a SIC y SIN sea esencial para la eficacia de Sufu en
condiciones fisioldgicas, si bien, el secuestro de Gli en el citoplasma se
realiza principalmente a través del dominio SIN, mientras que la
inhibiciéon de la actividad de Gli en el nacleo es dependiente del
dominio SIC®'. La sobreexpresion de SUFU inhibe la transcripcion Gli-
dependiente y promueve la localizacion citoplasmica de G1i®* .

SUFU regula tanto la via Shh como la Wnt (ambas contribuyen al

desarrollo de los MB®*), inhibiendo la proliferacién celular y actuando
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como un gen supresor’” ® De ello se deduce que, la ausencia de

expresion de SUFU promueve la tumorigénesis®’.

GLI1 (GLI family zinc finger 1): La familia de proteinas Gli son
factores de transcripcion del tipo dedos de Zn, ya que poseen el disefio
C2-H2 correspondiente a secuencias de histidina/cisteina entre iones de
cinc (estructuralmente hablando, un tramo conservado de nueve
aminodcidos conecta el C-terminal de histidina de un dedo al N-
terminal de cisteina del dedo préximo) y cuya mutacion conlleva la
falta de funcion de las proteinas Gli y, consecuentemente, la falta de
expresion de sus genes diana: PTCH1, GLI1, miembros de la via Wnt y
MYCN entre otros (Figura 6) . GLI1 en humanos actia como un
oncogén 58,89,

Localizado en el locus cromosomico 12ql13.3-14.1, Glil regula la
expresion de una corriente de genes diana’’ (que presentan en su
mayoria la secuencia de GLII de unién 5-GACCACCCA-3""") y es un
activador transcripcional absoluto, y el principal de la via Shh,
implicado en la determinacion del destino celular, la proliferacion y
modelacion’. La expresion de Glil es muy dependiente de la
activacion de la sefial Shh, de forma que se utiliza como lectura de la
activacion de la misma.

Las proteinas Gli circulan a través de los cilios, tanto en su forma
reprimida como en su forma activada; habiéndose observado que su
region N-terminal se une a complejos histona-deacetilasa via SUFU, lo
que ayuda en el plegamiento del DNA en los cromosomas’. El
complejo Gli-Sufu lleva a la inhibicién de la actividad transcripcional
de Glil. La via de transduccién mediante la cual SMO activa a Glil alin
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es dicutida, como ya se ha comentado con anterioridad™'.

GLI2 (GLI family zinc finger 2), localizado en el locus cromosémico
2q14.2, codifica una proteina que consta de un extremo N-terminal, que
es menor en humanos que en ratones o ranas, existiendo cuatro

isoformas: alpha, beta, gamma y delta’*
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Se ha sugerido que podria tener una funcién represora, si bien hay
estudios sobre el papel doble que juega Gli2 presentando una funcién
activadora de la proliferacion de los queratinocitos y represora de la
diferenciacion epidérmica’™.

Mutaciones que se producen tarde en el desarrollo sugieren que la
regulacion de transcripcion de Glil/Gli2 es interdependiente. En
ratones se ha demostrado que la falta de funcion de Gli2 puede ser
compensada por Glil.Asi, los embriones de ratén sin Gli2 desarrollan
defectos del tubo neural que pueden ser resueltos mediante
sobreexpresion de Glil”. Por otra parte, se ha demostrado que Gli2
compensa a su vez la pérdida de Glil en ratones transgénicos Gli-/-
que son fenotipicamente normales’® lo que sugiere que, en la
embriogénesis, Glil y Gli2 regulan un conjunto similar de genes. Asi
mismo, los estudios sugieren papeles superpuestos de Gli2 con Gli3 en
el desarrollo embrionario”®.

Gli2 se ha relacionado con el sindrome de Greig 77, una
cefalopolisindactilia que cursa con macrocefalia, hipertelorismo y
polidactilia pre o postaxial; el sindrome de Pallister-Hall"®, que entre
otros signos presenta polidactilia; la polidactilia preaxial de tipolV; y la

polidactilia postaxial tipos A1y B”.

GLI3 (GLI family zinc finger 3), localizado en el locus cromosémico
Tpl4.1, codifica una proteina del tipo dedos de zinc. Gli3 se une a la
region de DNA de los genes diana de la via Shh reconocida por Glil,
llevando a cabo principalmente una funcion supresora® *!, si bien, Gli3
también muestra funciones transcripcionales positivas™ . Ademas,
Gli3 puede ser necesaria para la regulacion transcripcional de Gli1*.

Con respecto a la forma de actuacion de Gli3 hay diferentes opiniones:
unas aluden al hecho de que Gli3 acttia mediante la forma completa de
190 kDa, que seria la activadora, por medio de la induccion de la
expresion de Glil al unirse a la regiéon promotora 5’de GLII. Otras
sugieren que una forma truncada de 89 kDa, mediante la accion
proteolitica de la PKA (protein kinasa A), es la represora de la via Shh,

estando presente en dicha forma cuando la via no est4 activada, segin
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se ha observado en células en cultivo y cultivos de xenotrasplantes®.

Sin embargo, otros autores refieren que la escision proteolitica de Gli3

parece no ser absolutamente imprescindible para su funcién represora

y, de hecho, se ha demostrado en cultivos celulares que Gli3 puede

ejercer dicha funcion mediante su forma completa™®.

GEN ACCION

PTCH1 Gen
tumoral

SMO Oncogén

supresor

GLI1 Oncogén (factor de
transcripcion)

GLI2 Oncogén (factor de

transcripcion)
SUFU Gen supresor
tumoral

REPERCUSION CLINICA

Sindrome de Gorlin o carcinoma basocelular, MB, cancer
de mama.

MB.

Cancer esofagico, de prostata, sarcoma de Ewing,
leucemia linfocitica cronica de células B.

Carcinoma oral de células escamosas.

MB, MB desmoplasico/nodular.

Tabla 1. Genes de la via de sefializacion Shh y sus repercusiones clinicas.

I

GLI target genes |

|

|

| | '

Feedback genes of | Proliferation I Migration | Angiogenesis | Stem cell
Hh signaling and invasion regeneration
l A 4 l A 4 l
GLNH MYCN MUCSAC VEGF FST1
PTCHA1 FOXM1 SNAI1 Angiopoietini GREM1
PTCH2 IGFBP6 JAG2 Angiopoietin2 BMP4
Hip1 CCNE FOXC2
CCNB1 TWIST2
CcDC25B ZEB1
Cyeclin D1 ZEB2
Cyclin D2
Osteopontin
MDM2
P21
P27

Figura 6. Genes diana de GLI (obtenido de Sait Turner y cols. Genetic Testing and
Molecular Biomarkers, 2016, Vol. 20, n° 2, pp. 1-7).
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2.3 Activacion de la via de seializacion Shh

La via Shh (Figura 6) es activada por un ligando soluble Hh que media la
sefializacidon y que es sintetizado como un precursor proteico que experimenta una
division autoproleolitica para formar fragmentos de proteina aminoterminal. Una
molécula de colesterol se unira al extremo C-terminal del ligando proteico Hh, y una
molécula de palmitato se unird a su extremo N-terminal. Estas modificaciones
facilitan el transporte del ligando Hh desde las células de origen a las células diana que
activan la via de modo paracrino por medio de su unioén al receptor Ptchl (Figura 7).
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Figura 7. Modificaciones para el transporte del ligando Shh desde las células de
origen a las células diana (obtenido de Development 2008, 135(15):2489-503).

Cuando no hay ligando, el receptor Ptchl mantiene inhibida la sefial de Shh por
medio de algin tipo de cambio conformacional no bien conocido de SMO. La
activacion de Smo se produce cuando Ptchl es previamente activado por la union de
Shh a Ptchl y a otros co-receptores; se produce la traslocacion de SMO al cilio
primario, posiblemente en vesiculas, donde se inicia la transduccion de sefial. y se
produce la liberacion por medio de vias diferentes, como la que conduce a la no
fosforilacion de Gli*’, el cual se estabiliza y es capaz de iniciar la transcripcion en
cascada de la familia de factores de la transcripcion Gli (Glil, Gli2 y Gli3) *.*, si
bien existen datos contrarios que refieren una proteccion por medio de la fosforilacion
de una degradacion prematura®®. Se sabe que las proteinas Gli circulan a través de los
cilios, tanto en su forma reprimida como en su forma activada®’, entrando finalmente
en el nucleo donde actian como reguladores de transcripcion de las regiones
promotoras de varios genes diana (Figura6). Su activacion es regulada a diferentes
niveles, con inhibidores como Sufu” y activadores como Dyrkl. Datos actuales
establecen que existe otro nivel de regulacion a través de la compartimentalizacion
celular; el cilio primario, de modo que, la maquinaria ciliar afecta a la actividad Shh

por medio del transporte activo de Ptchl y SMO dentro y fuera de su estructura®
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(Figura 8). El cilo primario, considerado hace décadas como un 6rgano vestigial del
desarrollo embrionario, ha ido adquiriendo cada vez mas importancia por su
implicacion no sélo en el desarrollo sino en el cancer y en un grupo de enfermedades
conocidas como ciliopatias. Estructuralmente, a diferencia de los cilios mdviles que
presentan una estructura de 9 pares de microtiibulos rodeando un par central y un ancla
centriolar denominado cuerpo basal, los cilios primarios carecen de dicho par central;
y, desde el punto de vista funcional, se entienden como estructuras que sirven de ancla
para las moléculas que seran transportadas corriente arriba y abajo en su interior
mediante kinesinas y dineinas. Las kinesinas y dineinas son las encargadas del
transporte de proteinas unidas a un complejo IFT (Intra Flagelar Transport). En el caso
de las kinesinas dicho transporte se realiza hacia la parte superior del cilio y, en el de

. . .88
las dineinas, hacia el cuerpo basal del mismo™".
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Figura 8. Regulacion de la via de sefializacion Shh en el cilio primario (obtenido de
Clin Cancer Res, 2012, 18(9): 2429-35).

- En ausencia de Shh (izquierda): Ptchl unida al complejo IFT (Intra Flagelar Transport) es
trasladada por la kinesina, encargada del transporte de proteinas hacia la parte superior del cilio,
en el interior de éste. Smo se localiza inactivo en la membrana celular fuera del cilio y Gli se
encuentra en su forma represora (GliR).
- En presencia de Shh (derecha): Ptchl unida al complejo IFT es trasladada por la dineina,
encargada del transporte de proteinas hacia el cuerpo basal del cilio, fuera de éste. Smo es
trasladada ahora dentro del cilio y promueve, en consecuencia, la forma activada de Gli (GliA)
que, siendo llevada fuera del cilio, se dirige al niicleo donde se activa la expresion de los genes
diana de la via Shh.
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2.4 Actividad aberrante de la via Shh ligada al cancer

El papel de la via Shh en el cancer se estableci6 a partir del descubrimiento de
que las mutaciones causantes de la pérdida de funcion en el gen PTCH1 subyacian al
sindrome del carcinoma basocelular nevoide o sindrome de Gorlin, enfermedad
caracterizada por desarrollar carcinomas basocelulares en la piel a edad temprana que
muestran, ademas, una elevada incidencia de otras neoplasias como el meningioma,
fibroma ovérico y cardiaco, rabdomiosarcoma y, principalmente, el MB*. Del mismo
modo, se ha comprobado que las formas esporadicas de carcinoma basocelular
presentan frecuentemente mutaciones inactivadoras de PTCHI, o menos
habitualmente, mutaciones activadoras de SMO® % Asi mismo, también se produce
en algunos casos sin que se requiera la mutacion de PTCHI y SMO, como la
asociacion entre la via Shh y Glil en varias neoplasias como son los MB, NB y
PNET, o algunos tumores de pulmoén’’, intestino cefalico o anterior (el constituido

94

92 . 93 . . 95
desde la boca hasta el duodeno)™ , prostata™, ovario ', estbmago ~ o el melanoma

maligno’ (Tabla 2).

2.5 Modelos de mantenimiento de la via shh

Se han propuesto tres modelos para explicar la implicacién de la sefializacion
aberrante en el desarrollo y/o mantenimiento de la via Shh dependiente del cancer''* "',
una de ellas ligando- independiente y otras dos ligando-dependientes con distinto

caracter, autocrino o paracrino (Figura 9).

Ligando-independiente: la via se activa de forma intrinseca mediante mutaciones
que implican pérdida de funcién en componentes inhibidores de la via, como Ptchl
y Sufu, o por medio de mutaciones que implican ganancia de funcion de
componentes activadores como SMO. Es la forma de activacion aberrante de la via
Shh que se reconocid en pacientes con asociacion de carcinoma basocelular y MB.
Se presentan alteraciones genéticas de la via, afectando a componentes que
promueven el crecimiento celular intrinseco y/o a propiedades de supervivencia de

112
los tumores ~.
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REQUERIDO POR LAS CMN IMPLICACION EN LA
PARA TUMORIGENESIS DEL SN
Citoquinas o ,
Proliferacion de precursores de | Predisponen a MB en humanos y
(Shh) las células granulares y de | ratones. La interferencia de esta via
CMN. de sefalizacion lleva a la regresion
de los MB** 771,
Proliferacion de precursores de | Mutado en subtipos de MB. Glil,
PTCH las células granulares y de | Ptch se expresan en tumores como
CMN. oligodendrogliomas y PNET. En
sinergia con p53 e Ink4c en ratones
genéticamente definidos con
MB 103104 105
SMQ | Proliferacion de precursores de | Mutado en subtipos de MB 'y
las células granulares y de | PNET'®”.
CMN.
Proliferacion de precursores de | Glil, Ptch se expresan en algunos
GLI (1-2-3 las célula§ granulares y de | tumores como ollgodenQrogllomas
( ) CMN. Glil se expresa en |y PNET. Glil se requiere en la
CMN de los cerebros de raton | formacion de MB Ptch+/- en
adulto in vivo. raton,'0% 103 106-108
SUFU | Regulador negativo de las vias | Mutado en subtipos de MB
Shh y Wnt. humanos.  Algunas de las
mutaciones oncogénicas fallan en
reprimir la sefial Wnt'* ',

Tabla 2. Genes importantes en la funcion de las CMN y su implicacion en los

. . 1
tumores del sistema nervioso'’.

II.  Ligando-dependiente, autocrina: Las células tumorales producen una activacion
auténoma de la via Shh. Aquellos tumores con elevada expresion de ligandos Hh en
los que, sin embargo, no se identifican alteraciones genéticas de los componentes
de la via, como los de colon, mama, pulmoén, pancreas, prostata, glioblastomas o
melanomas, sugieren que estos ligandos podrian ser la base de una sefializacion

autocrina o yuxtacrina de la via Shh ligando dependiente''%.

III. Ligando-dependiente, paracrina: las células de tumores de prostata, pancreas o
colorrectal, producen ligando Hh, y las células estromales cercanas responden
mediante la produccion adicional de factores de crecimiento para apoyar el
crecimiento tumoral o su supervivencia, como el IGF (factor de crecimiento

insulinico) y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)''°.
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Existe una variante de este modelo: el paracrino reverso, en el que las células
estromales secretan ligando Hh afectando a la activacion de la via Shh en las células

tumorales, las cuales a su vez inducen la produccion de factores que mantienen la

. . 110, 111
secrecion de Hh o inducen a otros factores promotores tumorales’ >, como se ha
. . . 1, 11
observado en linfoma no Hodgkin y mieloma multiple'">.
Mutations Autocrine Paracrine Inverse Paracrine

Tumor

1 Smo

Struma'- i

Figura 9. Modelos de la activacion de la via Shh que contribuyen al cancer (obtenido y

adaptado de Leukemia 2011, 25(11): 1665-73).

3. TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO

3.1 Clasificacion de los tumores del sistema nervioso segun la
OMS

Seglin la clasificacion de la OMS realizada en 2007 y realizando un trabajo
combinado entre el grupo internacional de neuropatdlogos oncologicos y los
investigadores de los tumores cerebrales -la clasificacion se encuentra en el anexo-, los

114
. En esta

tumores del sistema nervioso pueden clasificarse en siete categorias
clasificacion se encuentran incluidos todos los tumores del SNC y, asi mismo, también
se clasifican aquellos pertenecientes al SNP y a otros tejidos no neuronales como los

pertenecientes al sistema meningeo, por ejemplo.

Una clasificacion mas reciente de 2016 utiliza parametros moleculares que se
suman a los histoldgicos para definir algunas entidades tumorales como los gliomas,
meduloblastomas y otros tumores embrionarios, ademds de incorporar nuevas
entidades o eliminar otras que no son relevantes desde el punto de vista diagnostico o
biologico. Se espera que con esta clasificacion se facilitardn los estudios clinicos,

experimentales y epidemioldgicos de los tumores del sistema nervioso.
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TUMORES DEL TEJIDO NEUROEPITELIAL:

Tumores astrociticos
Tumores oligodendrogliales
Gliomas mixtos
Tumores ependimarios
Tumores del plexo coroideo
Tumores gliales de origen incierto
Tumores neuronales y neuro-gliales mixtos
TUMORES NEUROBLASTICOS, que se subdividen en:
» Neuroblastoma Olfatorio (Aestesioneuroblastoma)
» Neuroepitelioma Olfatorio
> NEUROBLASTOMAS (NB) DE LA GANDULA ADRENAL Y DEL SNS, que se
subdividen en:
* NB indiferenciado
»= NB pobremente diferenciado
» NB diferenciado

Oy Ry U Sy oy

» GANGLIONEUROBLASTOMA, que se subdivide en:

= Ganglioneuroblastoma
entremezclado

= Ganglioneuroblastoma nodular
(compuesto)

GANGLIONEUROMA, que se subdivide en:

* Ganglioneuroma en maduracion
» Ganglioneuroma maduro

0 Tumores del parénquima pineal
o TUMORES EMBRIONARIOS, que se subdividen en:
» MEDULOBLASTOMA (MB), subdividido en:
= MB clasico
* MB anaplésico
* MB desmoplésico/nodular
* MB de células grandes
= MB con extensa nodularidad
* Medulomioblastoma
* MB melandtico
» Tumores neuroectodérmicos primitivos del SNC (cPNET)
» Teratoide Atipico/Tumor Rabdoide (AT/TR)

3.2 Tumores neuroblasticos de la glandula adrenal y del sistema
nervioso simpatico

De acuerdo con el Comité Internacional de Patologia del Neuroblastoma (INCP),
también denominado Clasificacion de Shimada, dentro de los tumores neuroblasticos
existen tres categorias que en orden decreciente de malignidad se clasifican como

.15
sigue :
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3.2.1 Neuroblastomas
a. NB indiferenciado
b. NB pobremente diferenciado
c. NB diferenciado
3.2.2 Ganglioneuroblastomas
a. Ganglioneuroblastoma entremezclado
b. Ganglioneuroblastoma nodular o compuesto
3.2.3 Ganglioneuromas
a. Ganglioneuroma en maduracion

b. Ganglioneuroma maduro

3.2.1 Neuroblastomas

Los NB pertenecen al grupo de tumores neuroblasticos del sistema nervioso que
pueden ser cerebrales (NB del SNC) y periféricos (fuera del SNC), siendo en estos
ultimos en los que nos centraremos, ya que, los cerebrales compartiendo las mismas
caracteristicas, sin embargo, no tienen capacidad de regresion o diferenciacion
espontanea, mientras que los periféricos, si la tienen.

Su incidencia es de 10,2 casos/1.000.000 nifios menores de 15 afios, siendo el

tumor méas comiin diagnosticado durante el primer afio de vida''

y, en general,
durante la infancia al representar el 7-10 % de todas las neoplasias pediatricas. La
edad media de diagnostico es a los 18 meses''”, siendo el 40 % diagnosticado al afio
de edad, el 75 % antes de los 4 afios, y el 98 % antes de los 10 afios''"®. Su prevalencia
es de 1 caso/100.000 nacidos vivos -lo que representa cerca de 100 nuevos casos/afio

en Espafa.- manteniendo una incidencia bastante uniforme en todo el mundo, al menos

en los paises industrializados.

Su presentacion clinica es muy variable, pudiendo abarcar desde una masa
tumoral que no causa sintomas a un tumor primario que produce enfermedad critica
como resultado de la invasion local, la diseminacion extensa, o ambas cosas''® . Por
otra parte, resulta muy interesante el hecho de que la mayoria de los nifios
experimenten una completa regresion espontanea de este tumor tras una minima
terapia o que evolucionen a un ganglioneuroma, tumor neurobldstico de
comportamiento benigno. No obstante, los pacientes mayores de 1 afio de edad

presentan frecuentemente diseminacion metastasica en el momento del diagnostico,
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que crece de modo inexorable incluso a pesar de los tratamientos intensivos

multimodales''®.

De cara a conseguir un sistema de estadificacion que unifique los criterios
internacionales de diagnostico y respuesta al tratamiento de los NB, se desarroll6 en
1988 el Sistema de Estadificacion Internacional del Neuroblastoma (INSS)'"’, que es
un sistema de estadificacion post-quirurgico. Posteriormente, en 2009, se cred un
nuevo sistema basado en los Factores de Riesgo Definidos por Imagen (IDRF) para
establecer un consenso enfocado hacia la estratificacion del riesgo, denominado Grupo
Internacional de Riesgo del Neuroblastoma (INRG), de forma que se trata de un

sistema de estadificacion pre-quirargico'?’. En la Tabla 3 se establece la equivalencia

entre ambos.

3.2.1.1 Histopatologia

Los NB son tumores definidos como neuroblasticos pobres en estroma de

células de Schwann y que, a su vez, se dividen en:

a. Neuroblastoma indiferenciado que normalmente requiere para su
diagnodstico de técnicas suplementarias como la inmunohistoquimica, microscopia
electronica y/o citogenética (lo mas frecuente es utilizar un panel de marcadores
inmunohistoquimicos para realizar su diagnostico histopatologico). Su diagnostico
diferencial incluye el rabdmiosarcoma primitivo, el PNET/sarcoma de Ewing o el
tumor de Wilms. (Figura 10a).

b. Neuroblastoma pobremente diferenciado en el cual son sus caracteristicas
morfologicas, como la presencia de neurofilamentos microscopicos, lo que sirve de
base a su diagnostico, teniendo un 5 % o menos de sus células tumorales
caracteristicas citomorfolégicas de diferenciacion (Figura 10b).

c. Neuroblastoma diferenciado que generalmente presenta abundantes
neurofilamentos, con mas de un 5 % de células tumorales presentando diferenciacion

hacia células ganglionares (Figura 10c).
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Caracteristicas generales Caracteristicas generales de INRG

de INSS
Localizado. Completa escision Tumor localizado que no afecta a
1 macroscopica, con/sin L1 estructuras vitales y estd confinado en
enfermedad microscopica cuello, torax, abdomen, o pelvis.

residual.  Nodulos linfaticos
ipsilaterales negativos para
tumor microscopico.

Localizado. Incompleta escision Tumor locorregional con 1 o mas IDRFs.
macroscopica. Nodulos Puede ser ipsilateral afectando a
2 linfaticos ipsilaterales no compartimentos contiguos (ej/lado izdo de
adheridos negativos para tumor L2 abdomen y lado izdo de térax). Si son
microscopico. lados contralaterales (ej/lado izdo de

abdomen y lado dcho de torax) se define
como enfermedad metastasica.

Localizado con/sin completa Enfermedad metastasica distante.

2B escision macroscopica. Nodulos Implicacién nodular linfatica no regional*.
linfaticos ipsilaterales no M
adheridos positivos. Nodulos
contralaterales negativos
microscopicamente.
Cualquier tumor primario con * Si un tumor abdominal superior tiene extensién a nodulos de

4 diseminacién linfatica distante, mediastino inferior o un tumor pélvico tiene nodulos linfaticos

hueso, médula 6sea, higado, inguinales, se consideran enfermedad locorregional. La ascitis y el
piel, u otro 6rgano (excepto lo

derrame pleural, incluso con células malignas, no se considera

definido en 48S).

enfermedad metastasica a no ser que disten mucho del

compartimiento del tumor primario.

Tumor primario localizado en

4S8! menores de 1 afio (como en
estadio 1, 2 o 2B) con
diseminacion limitada a piel,
higado o médula o6sea (<10% de
células malignas).

Tabla 3. Equivalencia de gradacion de los neuroblatomas de la INSS/ INRG.
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Figura 10. Clasificacion histologica de los neuroblastomas (obtenido de
http://dx.doi.org/10.1594/seram2014/S-0885 ).

a. NB indiferenciado.  b. NB pobremente diferenciado. c¢. NB diferenciado.

3.2.1.2 Tumorigénesis del neuroblastoma

Este tipo de tumor de origen embriologico del sistema nervioso autbnomo se
cree que se desarrolla a partir de células derivadas de la cresta neural'*. Se trata de la
presencia de células andomalas que no evolucionaron desde su estado inmaduro en el

feto y persisten en el desarrollo adulto del sistema nervioso simpatico.

3.2.1.3 Etiologia

La etiologia de los NB todavia nos es muy desconocida pero puede decirse
que:

* Los factores ambientales no parecen ser la causa principal, ni factores
quimicos, ni biolégicos ni radiacion''®.

* Hay un subtipo de NB familiar que sugiere un factor hereditario, siendo el gen
ALK (anaplasic lymphoma kinase) identificado como factor predisponente
para éste'” y que, ademas, ha sido hallado mutado en NB esporadicos'**. Asi
mismo, tanto la activacion de la linea germinal como las mutaciones somaticas
en ALK, la amplificacion génica y los reordenamientos se correlacionan con un

estadio avanzado de los NB'?* 1%,

3.2.1.4 Diagnéstico

Los NB, por ser tumores del linaje simpatico adrenal de la cresta neural, se
desarrollan alli donde se ubica el sistema nervioso simpatico'®’, de modo que, se
pueden presentar en cualquier localizacién a lo largo de la espina dorsal, sea en el
cuello, regidn toracica, abdominal o pélvica, en los ganglios paraespinales''® y

tipicamente en la médula adrenal, donde aparecen la mitad de todos los NB''® 12,
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Su diagnostico esta basado en la presencia de las caracteristicas histopatoldgicas del
tejido tumoral o en la existencia de células tumorales en la médula Osea aspiradas
mediante biopsia, acompafiada de concentraciones elevadas de catecolaminas en orina.
Asi  mismo, en los pacientes de alto riesgo se observa una elevacion de las
concentraciones de lactato deshidrogenada, ferritina o cromogranina en suero, si bien
son relativamente inespecificas y no resultan ser factores pronosticos independientes a
la luz de las co-variantes bioldgicas actuales. Se precisa, por tanto, de marcadores
genéticos especificos y datos histopatologicos obtenidos mediante biopsia de cara al
plan de tratamiento, sobre todo si se trata de nifios menores de 18 meses'>.

En lo que se refiere a su presentacion clinica podemos resumir ésta en tres

situaciones basicas:

1. Tumor localizado: Entorno al 40 % de los pacientes pueden ser
diagnosticados de modo accidental al observar, en un estudio
ecografico prenatal, desde una masa intra-adrenal a tumores grandes y
localmente invasivos en cualquier ubicacion a lo largo de la cadena
simpatica. Los tumores paraespinales en las regiones tordcica,
abdominal y pélvica se dan en el 5-15 % de los pacientes, y se pueden
extender hacia el foramen neural causando sintomas relacionados con la
compresion de los pares craneales y de la médula espinal. De este
modo, mas del 5 % de nuevos casos diagnosticados presentaran signos
neurologicos relacionados con el pinzamiento de la médula, como

debilidad motora, dolor y pérdida sensorial.

2. Enfermedad metastasica: Cerca de la mitad de los pacientes
presentan evidencia de metastasis hematdgenas, distinguiendo entre la
diseminacion a distancia -como al hueso cortical, médula 6sea, higado y
ganglios linfaticos no contiguos- y la extension locorregional a ganglios
adyacentes al tumor primario. A diferencia de la enfermedad localizada,
que suele cursar con un estado funcional normal y pocos sintomas en el
momento del diagnodstico, los enfermos con metastasis a menudo
presentan extensas masas tumorales, localizdndose a la palpacion una
masa abdominal habitualmente en el lado izquierdo, cursando la

enfermedad con dolor y distension abdominal, nduseas, voOmitos,
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diarrea/estrefiimiento, fiebre y pérdida de peso, ademas de algunos
signos clasicos del NB diseminado, como equimosis periorbitaria (0jos
de mapache), proptosis, o ambos, debido a una inexplicable tendencia
de este tumor a metastatizar al hueso orbitario. La enfermedad oOsea
generalizada y la afectacion de la médula 6sea pueden causar dolor
0seo, cojera o irritabilidad, y mas aun, sintomas de fracaso medular.
Ocasionalmente, se puede producir una hipertension renina-dependiente
debido al compromiso vascular renal. La diseminacion en el SNC no se
suele observar en el momento del diagnéstico, aunque se puede dar a lo

largo de la progresion de la enfermedad o en la recaida.

3. Enfermedad en estadio 4S: En un 5 % de los casos se presentan con
tumores primarios pequefios y localizados, pero con metastasis en
higado, piel, o médula o6sea, que frecuentemente regresan
espontaneamente. Este estadio fue descrito por D’Angio vy

121
colaboradores

como un fenotipo clinico llamativo o chocante, de ahi
su denominacion: el estadio 4S (S=especial). No obstante, en este
estadio los niflos menores de 2 meses pueden presentar una extension
intrahepdatica rapidamente progresiva que puede causar compromiso

respiratorio.

3.2.1.5. Alteraciones en los neuroblastomas
3.2.1.5.1 Alteraciones moleculares y cromosomicas

a. Contenido de DNA

Por medio de la citometria de flujo se puede determinar el contenido de
DNA en los NB, lo que ha demostrado que el promedio de DNA (DI = DNA Index) es
un marcador prondstico en pacientes jovenes menores de 2 afios con presencia de
enfermedad diseminada''®,

Los modelos genéticos de NB sugieren que los tumores menos agresivos
muestran un defecto fundamental en la mitosis asociado a ganancias y pérdidas
cromosomicas completas, lo que podria explicar por qué la aproximaciéon a la

triploidia parece ser favorable y, por el contrario, los NB malignos padecen un defecto

fundamental en la estabilidad gendmica que tiene como resultado la
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reordenacion cromosOmica, translocaciones inestables, y un contenido de DNA
cercano a la diploidia''®.
b. Ganancia de 17q

Junto con las alteraciones del cromosoma 1p las copias adicionales del 17q
son un hallazgo constante en las lineas celulares y tumores primarios de los NB,
apareciendo en cerca del 50% un segmento adicional del mismo, constituyendo, por
tanto, la alteracién genética mas frecuente en estos tumores y siendo mas comun en
estadios avanzados, niflos mayores de 1 afio y en tumores que presentan también
pérdida de 1p, amplificacion de MYCN vy ploidia -en el rango de diploidia o
tetraploidia-, mientras que la triploidia se asocia a un prondstico mas favorable'*®. La
amplificacion de MYCN y la ganancia de 17q son factores predisponentes

. . . <z 12
significativos de evolucion desfavorable'”’.

c. Amplificacion de MYCN

La aberracién genética mas asociada a la evolucion negativa de los
neuroblastomas es la amplificacion del oncogén MYCN, localizado en el gen 2p24,
que se presenta como una zona de tincion homogénea (HSRs) o en cromosomas dobles
menudos (DMs)'"®, de tal forma que, una amplia region del cromosoma 2p24 -que
incluye la region MYCN -es amplificada, presumiblemente porque supone una ventaja
para las células. En general existe una correlacion entre el numero de copias de
MYCN y su expresion. Asi, los tumores con amplificacion de MYCN expresan RNA y
niveles proteicos de MYCN en mayor nivel que aquellos que no muestran dicha
amplificacion y, por el contrario, los que no muestran amplificacion muestran niveles
heterogéneos de expresion del MYCN; pero hay que tener en cuenta que incluso altos
niveles de expresion no implican necesariamente un mal pronostico. Todo ello sugiere
que el nivel de MYCN no alcanza un “nivel limite” asociado a mala evolucion en estos
tumores, mientras que en los tumores con MYCN amplificado dicho nivel se supera en
todos los casos' %, lo cual se observa en el 40-50 % de NB de alto riesgo, siendo una
de las claves de prediccion de mal prondstico, asociado a estadio avanzado de la
enfermedad, progresion tumoral rapida, y baja supervivencia a pesar del tratamiento
intensivo''"®. Asi mismo, la amplificacion de MYCN se asocia a mal prondstico en
pacientes que, sin embargo, muestran un patrén de enfermedad favorable como en el
caso de los tumores localizados en el estadio 4S del INSS, recalcando de este modo la

importancia bioldgica de la amplificacion del MYCN.
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d. Pérdidas alélicas en 1p
La delecion del brazo corto del cromosoma 1 (1p) se puede hallar en el 25-
35 % de los NB, por lo que se ha correlacionado con las categorias clinicas de estos
tumores (su presencia en el estadio 4S o en NB localizados se asocia a mal

128 Debido a la alta incidencia de esta mutacion y a que se produce tanto en

pronostico)
las etapas iniciales como en las finales de la enfermedad'?’, parece que la delecion en
Ip se trata de un evento temprano en la tumorigénesis de los NB. Dicha delecion
corresponde a la region variable de 1p32 a Ipter, si bien la pequefia region localizada
en 1p36.2-1p36.3 es la identificada en la mayoria de los casos'%.

Se han detectado también correlaciones significativas entre la delecion de 1p y la
amplificacion del gen MYCN'?7,

Dentro del cromosoma 1p los genes que se hallan implicados en la
patogénesis del NB no han podido ser identificados a pesar de los esfuerzos
investigadores, pudiendo existir dos posibles genes supresores en 1p36.33: uno que
codifica la proteina p73 (homologo del gen supresor p53 e implicado en la regulacion de
la angiogénesis'’), y el gen HKR3 (human Kriippel-related 3). Ambos se encuentran

delecionados en casi todos los casos de NB!%¢,

e. Pérdidas alélicas en 11q

Por medio del analisis de polimorfismos de DNA y CGH, se ha detectado la
pérdida alélica de 11q en un 43 % de pacientes de NB dentro de un estudio de 267
casos, lo que la convierte en la delecion mas comun en los NB"'.

Mediante estudios de LOH se han detectado deleciones a nivel del brazo q

del cromosoma 11 en un 5-32 % de NB!3! 132,

Mientras que la pérdida de todo el
cromosoma 11 se produjo en un 19 % de NB -lo que estd asociado a un estadio de
baja agresividad tumoral- , la LOH en 11q se observd en el 22 % de los NB
primarios'* -principalmente en estadios de alta agresividad tumoral que no presentan
amplificacion de MYCN-, hecho que aparece en mas del 50 % de los NB en estadio 4.
Este estadio se caracteriza ademés por una correlacion positiva con deleciones en 3p,

4p y 14q, y una correlacion inversa con la delecion 1p. Incluso la ganancia 17q se

: 12
presenta con frecuencia en estos casos 6.
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f. Actividad telomerasa
Los telémeros son estructuras especializadas que se sitian en el final de los
cromosomas eucariotas y que son importantes de cara a la proteccion y replicacion
cromosomica. El final de los cromosomas no se puede replicar y tiene como
consecuencia el acortamiento de los telomeros en las sucesivas divisiones celulares, de
modo que, dicho acortamiento se cree que juega un papel en el envejecimiento celular,

.o . . , 134
si bien los mecanismos exactos no son conocidos aun

. No obstante, hay células
como las germinales, que expresan la telomerasa, ribonucleoproteina que puede
compensar el acortamiento del telomero anadiendo DNA en forma de pequenas
secuencias repetidas sobre el final de sus cromosomas, de modo que, este
mantenimiento de los telomeros se puede asociar a la caracteristica inmortalidad de las

células tumorales. Se ha detectado actividad telomerasa en mas del 94% de los casos

de NB, aunque no ha sido asf en la glandula adrenal normal ni en ganglioneuromas'*™

136 137

. Hiyama y colaboradores ”’ han estudiado la actividad de la telomerasa en 79 NB
de pacientes no tratados, mostrando una correlacién directa entre la actividad de la
misma y la mala evolucion de estos pacientes, asi como entre la elevada expresion de
la telomerasa y la amplificacion de MYCN, de modo que la actividad telomerasa
podria suministrar informacidén prondstica, si bien la actividad de ésta se correlaciona

mejor per se con el grado histologico de malignidad tumoral.
g. Expresion del receptor de neurotrofina
Los factores responsables de la regulacion de la transformacion maligna
de los neuroblastos del sistema nervioso simpatico a células de NB todavia no son bien
conocidos, aunque probablemente entre ellos estan implicados una o mas de las vias de
receptores de neurotrofinas que llevan a la diferenciacion de las células''®.
Los receptores de neurotrofina con actividad tirosin-quinasa, Trka, TrkB, Trk
C y p75NTR junto a sus ligandos (factor de crecimiento nervioso (NFG), factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 y neurotrofina-4/5), son
reguladores importantes de la supervivencia, crecimiento y diferenciacion de las
células neuralesl38, en concreto del SNS, estando alterada su sefializacion en el
fenotipo del NB. Asi se observa que, TrkA se expresa en NB de buen prondstico:
células de NB con elevada expresion de TrkA se diferencian cuando son expuestas al
factor de crecimiento nervioso o experimentan apoptosis en ausencia del mismo, por lo

que la sefalizacion NFG/TrkA podria producir diferenciacion o regresion de algunos
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NB en funciéon de su microambiente particular. También se ha identificado
recientemente una variante oncogénica reguladora del desarrollo neural préxima a
TrkA, la TrkAIll, que antagoniza la anti-oncogénica sefializacion NFG/TrkA y que
promueve el crecimiento tumoral de los NB.

Por el contrario, en el caso de TrkB, éste se relaciona con los NB de
evolucion desfavorable, si bien, una isoforma truncada que carece del dominio
catalitico tirosin-quinasa se podria expresar en NB favorables. La forma completa de
TrkB al lado del ligando BDNF se relaciona generalmente con NB que tienen

amplificacion de MYCN'®,

3.2.1.5.2 Alteraciones de la via Shh

La activacién de la sefial Shh en los NB no esté tan clara como en MB'¥.

Con respecto al receptor Ptchl se observa una expresion de tipo mixto en los NB. De
este modo, explorando la participacion de mecanismos epigenéticos, se ve que el gen
PTCHI muestra hemimetilacion raramente, pero cuando esto sucede el NB exhibe una
alta expresion de PTCHI, mientras que la no metilacion del promotor PTCHI se
correlaciona con baja expresion en las lineas celulares de NB, algo que esta ya bien

determinado en el caso de los MB!*.

3.2.1.5.3 Pronostico y tratamiento
El tratamiento se realiza tras el andlisis del grupo de riesgo al que pertenece

. <7 116
el paciente en funcion de :

= Edad.

» Estadio INSS / INRG.

* QGrado de diferenciacion tumoral

* Tipo histologico

» (Caracteristicas moleculares, como la amplificacion MYCN, ploidia del DNA y
delecion de 11q.

De este modo quedan establecidos tres grupos terapéuticos:

I. Alto riesgo: Precisan un tratamiento agresivo con elevadas dosis de terapia
multimodal que incluye induccidon quimioterdpica (vincristina, cisplatino,
etopdsido, doxorrubicina), cirugia, quimioterapia mioablatiba a altas dosis,

seguido de rescate de células madre e irradiacion. La continuacion del
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tratamiento con &cido retinoico puede ser prolongada y podria incluir
inmunoterapia.

A pesar de la agresividad de la terapia la supervivencia es baja (40-50 %), por
lo que el hallazgo de nuevas terapias especificas podria mejorar

. / 11
sustancialmente ésta 6.

II. Riesgo intermedio: Incluye quimioterapia de moderada intensidad y cirugia,
obteniendo una supervivencia del 90-95 %.

III. Bajo riesgo: Con el tratamiento quirirgico exclusivamente se logra un 98 % de
supervivencia, por lo que es el de eleccion en estos casos. De cara a realizar el
seguimiento del estado de remision se utiliza un método de radiodiagnostico,
la metayodobenzilguanidina (MIBG), que es una sustancia radioactiva que se
adhiere a las células de neuroblastoma y que permite destacar las células
tumorales en la imagen, de este modo es posible identificar la localizacion y la
extension de la enfermedad'*.

IV. 4S: Se considera de forma individual, ya que presenta un fenotipo favorable
que, a pesar de su riapida e implacable progresion, suele regresar
espontaneamente, ofreciendo por ello a los pacientes unicamente tratamiento

de soporte''°.

3.2.2 Ganglioneuroblatoma

a. Ganglioneuroblastoma entremezclado cuyo estroma, que constituye el
50% del volumen total del tumor, es rico en células de Schwann y muestra una
apariencia transicional hacia la diferenciacion o maduracion. No obstante, el proceso no
es completo, como se pone en evidencia a nivel microscopico con diseminacion

“residual” de focos de células neuroblasticas (Figura 11a).

b. Ganglioneuroblastoma nodular, también denominado compuesto, término
que implica que el tumor estd formado por clones bioldgicamente diferentes,
caracterizdndose por la presencia macroscopica de noddulos neuroblasticos,
frecuentemente hemorragicos, que son pobres en estroma y que coexisten con un
ganglioneuroblastoma entremezclado, rico en estroma, o con un ganglioneuroma, con

dominio del componente estromal. Al examen microscopico se observan grandes
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demarcaciones entre los nddulos neuroblasticos y el estroma, sea éste rico o dominante

(Figura 11b).

3.2.3 Ganglioneuroma

Se trata de un tumor compuesto por estroma de células de Schwann,
pudiendo diferenciarse dos subtipos:
a. Ganglioneuroma en maduracion, compuesto principalmente por estroma

ganglioneuromatoso, que domina el tejido tumoral, con un componente menor de
diseminacion, de un modo uniforme o no, de neuroblastos diferenciados y/o células

ganglionares en maduracion, junto a células ganglionares maduras (Figura 11c).

b. Ganglioneuroma maduro, formado por un estroma de células de Schwann

maduras junto a células ganglionares, también maduras (Figura 11d).

¥ 3 ) < AT = g

Figura 11. Tumores neuroblasticos.

a.Ganglioneuroblastoma entremezclado (obtenido de Case Rep
Otolaryngol.1454932, 2016).
b. Ganglioneuroblastoma nodular (obtenido de Surg Case Rep. 1:79, 2015).

c. Ganglioneuroma en maduracion.
d. Ganglioneuroma maduro (obtenido de Int. J. Odontostomat. 5(1):33-37,
2011).
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3.3 Meduloblastomas

En un principio denominado espongioblastoma cerebeloso, Bailey y Cushing en
1925'* pasaron a denominarlo meduloblastoma, tal y como hoy se le conoce. El MB es
un tumor extremadamente maligno e invasivo que se localiza en el cerebelo®, creciendo
tipicamente en el cuarto ventriculo, y no habiendo sido todavia identificada su célula
progenitora en la embriologia humana aunque se especula que pueda derivar de
remanentes de la capa granular externa cerebelosa.. Segun la clasificacion de la OMS
corresponde histologicamente a los tumores de morfologia celular “embrionaria” de
grado IV'®, 1o que ha dado lugar a controversias ya que, inicialmente fueron
clasificados como gliomas y mas tarde dentro de los cPNETs debido a sus similitudes
histolégicas -compartiendo una morfologia indiferenciada similar-. Sin embargo,
actualmente gracias a evidencias moleculares, bioldgicas y clinicas, se ha demostrado
que el MB constituye un tipo tumoral especifico con caracteristicas moleculares propias
144

Los MB representan el 4-6% de los tumores intracraneales primarios y el 15-
30 % de los tumores cerebrales infantiles por lo que son los tumores cerebrales
malignos mas comunes en la edad pediatrica'®*, aunque se dan menos frecuentemente
en adultos jovenes'*® 1.

La incidencia anual del MB ha sido estimada entre 5 y 10 casos por millén en
nifios menores de 15 afnos de edad. Son méas comunes en nifios entre 3 y 8 afios,
dandose el pico de incidencia a los 7 afos. El 21% aparecen en menores de 3 afios,
mientras que el 67% de los MB se dan en niflos entre los 3 y los 16 afios, y el 12% en
mayores de esta edad, por lo que la edad media de presentacion es a los 7,3 afios de
edad. Asi mismo, los MB pueden aparecer en adultos aunque son raros (1%) y la
mayor parte se producen entre los 21 y 40 afios de edad. Por sexos su incidencia es
mayor en hombres que en mujeres (~ 60 % en varones).

Debido a la localizacion axial de las lesiones y a su asociacion con el cuarto
ventriculo, estos tumores suelen producir metastasis en el sistema ventricular y en la
médula espinal, generalmente a través del LCR (25 —45 %), pero solo aparecen
metastasis al diagnostico en el 10-30 % de los pacientes'”. Las metéstasis
extracraneales, aunque infrecuentes (5 % de los casos) se producen en hueso, higado

y nédulos linfaticos.
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3.3.1 Histopatologia

En la actualidad el MB es reconocido como una patologia heterogénea tanto
histologicamente como molecularmente. En este sentido, los investigadores opinan
que los marcadores moleculares adquiriran progresivamente una mayor
importancia en el diagndstico y la clasificacion de los MB, existiendo una cierta
correlacion entre grupos moleculares y subtipos histologicos, si bien el tipo
histologico clasico de MB, por ejemplo, aparece en los cuatro grupos moleculares,
mientras los desmoplasicos y casi todos los MB con extensa nodularidad y

diferenciacién neuronal avanzada pertenecen al grupo molecular Shh®* '#

, 'y los
anaplasicos/de células grandes, aunque se dan en los cuatro grupos, tienden a

pertenecer mayoritariamente al grupo 3 de MB.

3.3.1.1 Subtipos histologicos
Desde el punto de vista histologico son clasificados en 5 subtipos muy

heterogéneos que exhiben un comportamiento clinico muy variable:
a. Meduloblastoma clasico

Este MB se compone de areas formadas por células pequenas hipercromaticas y
poco diferenciadas que presentan una elevada relacion nucleo-citoplasma. Se trata de
un tumor de densa celularidad en el que las células se ordenan en hileras paralelas
junto a otras areas denominadas rosetas de Homer-Wright (Figura 12a) formadas por
células tumorales dispuestas en forma circular. Pueden existir areas de necrosis y
pseudorosetas perivasculares’.
b. Meduloblastoma anaplasico

Se trata de un tumor de celularidad densa formado por células que poseen un
marcado pleomorfismo nuclear -redondo, oval o con forma de zanahoria- e
hipercromatico, con un citoplama escaso (Figura 12c). Las llamadas rosetas de
Homer-Wright son tipicas pero no son una caracteristica constante, estando
frecuentemente asociadas a una mayor actividad mitotica, a menudo con formas
atipicas. Si bien todos los tipos de MB muestran algun grado de atipia, estos cambios
son particularmente pronunciados y amplios en esta variante.

La anaplasia ha sido asociada a las metastasis y la recurrencia tumorales, y
algunos autores sugieren que este fenotipo tumoral puede representar un estadio final

tras la acumulacion de mutaciones, de forma similar al cancer colorrectal ™ .
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Ocasionalmente se pueden observar células gigantes multinucleadas, nucleos
gigantes, proliferacion vascular, calcificacion y hemorragias masivas'*.
c. Meduloblastoma desmoplasico/nodular

La variante de MB desmoplasico/nodular (25 % de casos) es mas frecuente en los
hemisferios cerebelosos y aparece mas en pacientes adultos.

En las lesiones desmoplésicas podemos observar a las células tumorales en dos
disposiciones, ya sea comprimidas en esbeltas columnas o bien organizadas en zonas
nodulares donde las células tumorales poseen nucleos redondos y vesiculares que
crean un “islote palido” (zonas libres de reticulina) entre las cuales se deposita
reticulina'!, de ahi el término desmoplasia. Estas células que rodean a los nodulos
son mas irregulares e hipercromaticas (Figura 12b). Asi mismo, existen rosetas
Homer-Wright, células ganglionares maduras, e inmunoreactividad para marcadores
neuronales como la NFP (Proteina de Neurofilamento) que indican diferenciacion
neuronal'® .

Algunos autores sugieren que este tipo tumoral tiene mejor prondstico que el MB
clasico'”. Cuando no hay patron nodular pero existe un incremento de la cantidad de
reticulina y fibras de coldgeno se considera como una variante del MB desmoplésico.
La extension tumoral en la membrana aracnoidea implica una reaccion fibrobléstica

que le proporciona un aspecto particular.
d. Meduloblastoma de células grandes

Los tumores con alto grado de malignidad, los MB de células grandes y los
anapldsicos, muestran una superposicion citologica considerable. Ambos estan
asociados con una reduccién de la supervivencia'* 1>

Se trata de una variante infrecuente de MB (4% de todos los casos) que presentan
a menudo rasgos de células esféricas con un nucleo grande, redondeado o pleomorfico
(Figura 12¢), cromatina abierta y un prominente nucleolo central, con un citoplasma
mas abundante de cantidad variable. Hay en ellos grandes areas de necrosis en las que
tiene lugar una intensa actividad mitdtica y elevada apoptosis'>* rodeando a las células

tumorales.

Histologicamente son similares a los tumores teratoides/rabdoides.
e. Meduloblastoma con extensa nodularidad

Esta variante de MB (5% de casos) que presenta una extensa nodularidad y

diferenciacion neuronal avanzada, esta estrechamente relacionada con el MB
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desmoplasico/nodular y fue denominado anteriormente como “neuroblastoma
cerebeloso” ' . Es mas frecuente en nifios menores de 3 afios y se caracteriza por una
nodularidad extensa e importante diferenciacion neuronal, diferenciandose del MB
desmoplasico porque posee una estructura lobular muy amplia debido a que, entre los
nddulos, las zonas libres de reticulina llegan a ser inusualmente grandes y ricas en
tejido similar a neurofilamentos (Figura 12d) y, en ella, se pueden observar células
ganglionares maduras y células internodulares que recuerdan a los neurocitos del
neurocitoma central. Se ha sugerido que se puede tratar de una entidad tumoral

. 14
diferente'®.

Jir

Figura 12. Subgrupos histolégicos de meduloblastomas (obtenido de Nat Rev
Neurol 2012, 8(6):340-51).

a. MB clasico.

b. MB desmoplasico/nodular.

c. MB de células grandes/anaplasico.

d. MB con extensa nodularidad.

3.3.1.2 Grupos moleculares

Esta clasificacién de los MB se basa en diferencias genéticas, epigenéticas y
fenotipicas halladas en estudios realizados por diferentes grupos de investigacion a nivel
mundial'>. Asi, en la conferencia de Boston de 2010 se llegd a esta nueva clasificacion

molecular basada en la de 2007 -con mayor consistencia incluso que la clasificacion
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molecular de los glioblastomas- y se incluye en la ultima clasificacion de tumores
cerebrales de la OMS en 2016. Publicaciones recientes han revelado una compleja
subdivision de estratificacion de riesgo dentro de los subgrupos moleculares,
identificando un numero de grupos mas pequefios dentro de los cuatro grandes con
mejor o peor prondstico’°.
a. Grupo Wnt

Este subtipo 1 o grupo Wnt representa alrededor del 10% de los MB y es el
mejor conocido debido a su buen pronostico (indice de supervivencia mayor del 95%)

en relacién con los grupos restantes®™ '*"'%

. Las complicaciones derivadas del
tratamiento o de la aparicion de neoplasias secundarias antes que la recidiva del MB
propiamente dicho suelen ser la causa de fallecimiento, por lo que actualmente se
discute si seria interesante reducir la terapia para evitar los sobre-tratamientos. Asi
mismo, estudios recientes indican que los MB de este grupo no presentan una barrera
hematoencefalica intacta,'®', lo que sugiere potencial para un mejor acceso a los
farmacos pudiendo explicar su mayor quimiosensibilidad y el pronostico favorable.
Estos MB aun pudiéndose presentar a cualquier edad, son infrecuentes en menores de
3 afios y no presentan predominio masculino.

En este grupo se engloban aquellos MB pertenecientes al subtipo histoldgico
clasico, aunque algunos presenten histologia de anaplasico/de células grandes, si bien
conservando un buen pronoéstico.

A nivel molecular destacan las mutaciones en la linea germinal en el gen APC

(Sindrome de Turcot)'®

, mutaciones somaticas en el exéon 3 de CTNNB1 -que codifica
. 163 ; 15 S - -

la B-catenina'®- y monosomia del cromosoma 6", Investigaciones recientes describen

que estos MB tienen origen en el tronco cerebral, a partir de células del labio rombico

inferior del cerebelo'®.

b. Grupo Shh

Los MB de este subtipo 2 o grupo Sonic hedgehog representa entorno al 30% de
los MB y combina mutaciones de los diferentes reguladores de la via Shh: PTCH1
(como en el sindrome de Gorlin —que predispone al MB-'®) SMO, SUFU, GLII y
GLI2, afectando a la heterogeneidad en la presentacion de la enfermedad, la respuesta
a la terapia y el resultado. En el caso de las deleciones del cromosoma 9q parece que
se limitan a este grupo molecular, ya que PTCH se halla ubicado en el mismo'*®. Su

prondstico es similar al del grupo 4, situandose en un punto intermedio entre el grupo
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Wnt -de buen pronostico- y el grupo 3 -de mala evolucion-; pacientes con enfermedad
metastasica, MYCN, GLI2 o delecion de 14q'°® y especialmente aquellos con

mutaciones en TP53'¢

tienen un prondstico muy pobre (<50% de supervivencia) , lo
que sumado a la demostracién de que pequefias moléculas inhibidoras de Smo son
efectivas contra los MB Shh, hacen necesaria la busqueda de marcadores eficaces que
permitan la aplicacion de nuevas terapias'®"'®. El fenémeno de cromotripsis (evento
catastrofico de reordenamientos cromosémicos) se ha relacionado, en los MB, con la
mutacion en TP53, y en concreto con este subtipo Shh, aunque también se puede
producir en el subtipo Wnt'".

La edad de presentacion es bimodal, con una elevada frecuencia en menores de 3
afios y, en contraposicion, en adultos mayores de 16 afios, siendo baja la frecuencia en
el grupo de edad intermedio. Hay que tener en cuenta que todavia no esta claro si los
MB de nifios pequefios son similares genéticamente a los de los adultos.

Los subgrupos histoloégicos que corresponde al MB de tipo Shh son
mayoritariamente los desmoplasicos/nodulares. No obstante, no se trata de una

correlacion exacta, ya que un pequeilo porcentaje de los MB del grupo Shh no son
desmoplasicos'’".
¢. Grupo3

A este subtipo 3, que comprende alrededor del 20% de los casos de MB, se le ha
denominado subtipo MYC'” ya que la amplificacién de MYC aparece casi siempre
limitada al mismo'”, mientras que, comparativamente, el grupo Shh presenta altos
niveles de MYCN, y el grupo cuatro sobreexpresa ambos, MYC y MYCN">® 100172
Asi mismo, la ganancia del cromosoma 1q y/o pérdida de los cromosomas 5q y 10q
son mas frecuentes en este grupo que en el grupo 4. Sin embargo, la amplificacion y
sobreexpresion del oncogén OTX2 se presenta, al parecer de modo restringido, en
ambos grupos'>® '™ 172 A pesar de las similitudes existentes, los datos demograficos,
clinicos y genéticos llevan a pensar que estos grupos, 3 y 4, son entidades clinicas
diferenciadas"® '®. Asi como los grupos Wnt y Shh se caracterizan por la activacion
de sus respectivas vias de sefializacion, este grupo 3 y el 4 se reconocen por sus
respectivos fenotipos de expresion, que en caso del grupo 3 es GABAérgico' .

EL grupo 3 apenas se da en adultos —mayores de 16 afios- siendo el grupo de edad
entre 3 y 16 afios y los menores de 3 afios los mas afectados, estos ltimos con el peor

pronostico. La afectacion por sexos es de 2:1 nifios respecto a nifas.
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Histolégicamente son MB clasicos. La mayor parte de los anaplasicos/de células
grandes se sitian en este grupo. Ademds, son frecuentemente metastaticos'>*, por lo
que es el grupo de peor pronostico, con menos del 50% de supervivencia a los 5 afios.

El interesante hallazgo'™ de que un subgrupo de MB dentro del grupo 3, con
amplificacion de MYC, se asocia a un mayor riesgo de metastasis y recidiva, mientras
que el que carece de ella presenta una evolucion clinica similar al grupo 4, podria
llevar a definir dos grupos, el grupo 3a, con amplificacion de MYC, y el grupo 3b,
sin dicha amplificacion. Otro factor prondstico de alto riesgo es la presencia de

isocromosoma 17q (26%)"%°.

d. Grupo4

En este subtipo 4 se encuentran los MB prototipo -el 40% del total de MB-, es
decir, nifio de unos 7 afios de edad, con histologia clasica e isocromosoma 17q, que
esta presente en el 66 % de los casos'’'. En ¢l se incluyen a todos aquellos que no se
encuadran en los otros grupos debido a que su clasificacion molecular no esta
perfectamente clara (por ejemplo, el isocromosoma 17q, también se encuentra en el
26 % de los MB del grupo 3). Ademas, el 80 % de las mujeres afectadas muestran
pérdida del cromosoma X. A pesar de trabajos relacionados con la sobreexpresion de
genes responsables del desarrollo y diferenciacion neuronal en este grupo -su fenotipo
de expresion es glutamatérgico' - la relevancia clinica de los mismos no ha sido aun
demostrada'® 1% 173,

Los MB del grupo 4 se presentan a lo largo de toda la infancia, nifiez y en la edad
adulta, predominando en varones. Su prondstico es intermedio (70%, supervivencia a 5
afos), similar al de los MB Shh, siendo los factores prondsticos la pérdida de
cromosoma 11 o la ganancia de cromosoma 17, asociados a un pronostico

favorable'®

. Un estudio reciente ha identificado el factor de transcripcion de
homeobox LIM (LMX1A) como un importante factor regulador en este grupo 4,
implicando a los progenitores del labio superior rdombico como células de origen de
estos MB'"". A pesar de todo ello, el Grupo 4 sigue siendo el subgrupo més grande y

menos comprendido del meduloblastoma.
3.3.2 Tumorigénesis del meduloblastoma

Identificar los origenes celulares del cancer tiene amplias implicaciones para la

comprension y el tratamiento de la malignidad. En el caso del MB se trata de un tumor
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embrionario formado en el cerebelo principalmente en el transcurso del desarrollo
cerebeloso, por lo que se trata de poblaciones celulares que tienen una vida efimera, de
ahi que la histogénesis de los MB haya generado gran controversia desde la
descripcion inicial del tumor por Bailey y Cushing en 1925, existiendo en la actualidad
dos teorfas aceptadas'":

+ La primera sugiere que el MB tiene su origen en la capa granulosa externa del
cerebelo. Las células de Purkinje proporcionan la sefial a los precursores de las
células granulares para iniciar la proliferacion mediante la secrecion de Shh.
Finalizada la expansion los precursores de las células granulares finalizan el
ciclo y migran hacia la zona interior de la capa granulosa externa, donde
comienzan a diferenciarse'””. Un desarrollo aberrante de las células granulares,
ya sea por un exceso de sefiales de proliferacion o por una ausencia en las
sefiales de parada de la diferenciacion y division, induce el desarrollo del
MB"!. Esta hipOtesis se sustenta en: 1) la proliferacion de precursores
neuronales en la capa granulosa externa esta controlada por sonic hedgehog
(mitogeno secretado por las células de Purkinje, y que forma parte de una de
las vias de sefalizacion intracelular de mayor importancia en MB); 2) la
existencia de modelos murinos de MB obtenidos a través de la activacion de la
via hedgehog; y 3) las similitudes en el patrén de expresion génica entre las
células de MB y las células de la capa granulosa externa del cerebelo en
desarrollo.

+ 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/beta-catenina. Segin esta teoria, los PNET de localizacion supratentorial
tendrian este mismo origen comun con los MB. Sin embargo, esta teoria se ha
visto criticada recientemente porque aunque las caracteristicas histologicas sean
muy similares, las alteraciones genéticas de los PNET supratentoriales y de los
MB son distintas'"® 7’

* Recientemente, se han propuesto nuevas teorias, como que los MB se pueden
originar a través de mas de un tipo celular, o que existen otras posibles células
progenitoras en otras localizaciones (p.ej., células madres presentes en la

sustancia blanca del cerebelo postnatal).
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3.3.3 Etiologia

Si bien la mayoria de los MB tiene un origen esporadico, algunos se relacionan
con sindromes neoplésicos familiares como son el carcinoma basocelular nevoide
(sindrome de Gorlin)*,'®, sindrome de Turcot, sindrome de Li-Fraumeni (relacionado
con la mutacion de TP53) y el sindrome de Rubinstein-Taybi*®. Asi mismo, existen
virus con capacidad tumorigénica que ha sido descrita en diverosos trabajos como son

los poliomavirus'®', postulandose que la interaccion se da entre el IGF y el antigeno T

del poliomavirus humano JC, contribuyendo a la transformacion maligna de los MB.

3.3.4 Diagnostico

El SNC posee unas caracteristicas histologicas especificas que explican que las
neoplasias que en ¢l puedan presentarse sean entidades tumorales especiales. Nos
hallamos ante la presencia de la barrera hematoenceféalica y la compartimentalizacion
del encéfalo que inciden en la sensibilidad de las células tumorales a la quimioterapia
y a la radioterapia, o en la dificultad de acceso a los tumores en caso de intervencion
quirurgica, asi como en la sintomatologia, a menudo provocada por la falta de espacio
y, en ocasiones, con sintomas muy caracteristicos segiin la localizacion del tumor.
Clinicamente, los pacientes presentan a menudo hidrocefalia y sintomas de
hipertension intracraneal, tales como dolor de cabeza de aparicion relativamente
abrupta, letargia y voOmitos matutinos, inestabilidad, cierto grado de nistagmo y

papiledema. La invasion celular da lugar a ataxia y dismetria.

En el momento del diagndstico un 20% aproximadamente no presentaran
hidrocefalia sino deficiencias cerebelosas, siendo posteriormente, cuando el tumor
crece hacia la linea media y se obstruye el paso del LCR, cuando se hacen evidentes
los sintomas cléasicos relacionados con la hidrocefalia. En ocasiones los sintomas
pueden presentarse de forma explosiva con un inicio agudo del letargo y pérdida de la
consciencia a causa de una hemorragia intratumoral.

En los lactantes los sintomas son mas inespecificos, con letargia, retraso
psicomotor, pérdida de los hitos del desarrollo y dificultades en la alimentacion, con
abultamiento de la fontanela anterior a la exploracion, por aumento de la presion
intracraneal, y movimientos oculares anormales (el llamado signo de la puesta de sol)
debido a la pérdida de la mirada hacia arriba secundaria a la compresion del tectum del

cerebro medio.
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3.3.5 Alteraciones en los meduloblastomas

3.3.5.1 Alteraciones citogenéticas y moleculares

Las alteraciones genéticas especificas implicadas en la mayoria de los MB

estan todavia poco definidas. En la Tabla 4 se detallan las mas frecuentes'":

Cromosoma / gen Incidencia
Isocromosoma 17q'* <70 %
LOH 8p, LOH 16q, LOH 7q,LOH 11p 60-70 %
LOH 10q 40 %
LOH 17p'* 30-60 %
TP53* 10 %

*Este gen supresor tumoral se encuentra en el locus cromosémico 17p13 y se halla mutado
mas frecuentemente en los MB de células grandes y en los anaplasicos'®’.

Tabla 4. Alteraciones genéticas en los meduloblatomas.

3.3.5.2 Alteraciones de la via Shh

La sobreactividad de la sefial Shh en los precursores de las células granulosas
de la capa granulosa externa nos remiten a las aberraciones moleculares que estdn
mejor caracterizadas en los MB. Dicha sobreactividad es causada por un exceso de
ligando (proteina Shh), o por la activacion de mutaciones en el receptor (Ptchl) en el
25 % de tumores esporadicos'®, lo que da lugar a una activacion en cascada de la
transcripcion de factores de la familia de Glil y promueve la expresion de los genes
diana de la via (proliferacion e inhibicidon de la apoptosis). Del mismo modo, en los
MB se puede dar una regulaciéon desde arriba o amplificacion de MYCN,
convirtiéndose en otro mecanismo por medio del cual la sefial Shh ejerce un efecto
proliferativo (activando a las ciclinas y reprimiendo a los inhibidores de las kinasas

[T . 97, 185, 186
ciclina-dependientes)’” '*>

. Incluso, la inhibicion de la degradacion de MYCN -
requerida por los precursores de las células granulares para finalizar el ciclo celular- a

través de la via IGF sinergiza con la sefial Shh contribuyendo a la formacion del MB”"
187
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3.3.6 Pronostico y tratamiento

El tratamiento de los MB se halla condicionado principalmente por la edad del

paciente y por la localizacion tumoral, ademds de por las caracteristicas intrinsecas al

tejido cerebral, ya que su importante y elevada funcionalidad -con la incapacidad

resultante desde el punto de vista clinico -y su escaso poder de regeneracion (comparese

con el tejido hepatico, por ejemplo), dotan a estos tumores de una “malignidad clinica”

independiente de su grado de malignidad histolégica.

Tradicionalmente se ha utilizado la clasificacion de Chang, reflejada en la Tabla

5, en la que se estipulan diferentes estadios correspondientes a su tamanos/localizacion

(estadios T) y metéstasis (estadio M)'®,

Estadios T

T1 Tumor < 3 cm de diametro

T2 Tumor >3 cm de diametro

T3a Tumor > 3 ¢cm y con extension en el
acueducto de Silvio o en el foramen
de Luschka

T3b Tumor > 3 cm y con inequivoca

extension al tronco cerebral

T4 Tumor > 3 cm con extensién mas
alla del acueducto de Silvio o por
debajo del foramen magnum

MO

M1

M2

M3

M4

Estadios M

Sin metastasis subaracnoideas o a la
corriente sanguinea

Células tumorales halladas en LCR

Siembra nodular intensa en cerebelo,
espacio cerebral subaracnoideo, o en el
tercer /cuarto ventriculo

Siembra nodular intensa en espacio
subaracnoideo espinal

Metastasis extraneuroaxiales

Tabla 5. Clasificacion de Chang para los meduloblatomas.

Segun ésta hay tres frentes de ataque:

+ Reseccion tumoral, principalmente cuando el tumor esta localizado.

+ Radiacion craneoespinal, que no puede ser administrada a nifios menores de

tres afios debido a la severa morbilidad neurologica resultante de su aplicacion.

+ Quimioterapia: cisplatino, vincristina, lomustina, ciclofosfamida y etoposido

oral son los mas usados, ya sea solos o0 en combinaciones.

Sin embargo, en la actualidad, los criterios de estadificacion mas empleados son

los de Packer (Zeltzer et al.; 1999) (Tabla 6), que se basan en la edad del paciente, la

extension de la reseccion y la presencia o no de enfermedad diseminada en base a
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criterios de neuroimagen y citologia de LCR. Seglin estos criterios se establecen dos

categorias de riesgo:

>3 afios Completa No (MO0)

<3 afos Incompleta (>1.5 cm  Si (M1 - M4)
de tumor residual)

*MO= Sin diseminacion, M1=Citologia de LCR+, M2=Metastasis supratentoriales, M3=Metastasis
espinales, M4=Metastasis extraneurales.

Tabla 6. Clasificacion de Packer de los meduloblatomas.

A pesar del tratamiento, quirurgico, radioterdpico y quimioterapico,
normalmente sanan sélo el 60 % de los nifios afectados y, la mayoria, padecen durante
mucho tiempo las secuelas de la agresividad del tratamiento al que son sometidos'”.
La principal limitacién del tratamiento actual es su baja especificidad, por lo que se
hace necesario descubrir qué vias y sefiales estan implicadas en la patogénesis de los
MB de cara a descubrir nuevas posibilidades terapéuticas.

En la actualidad la supervivencia de los MB se ha incrementado del 30 % a los

5 afios hasta el 50-70 % gracias a los progresos terapéuticos desde la década de los
sesenta. Sin embargo, existen numerosas discrepancias en cuanto a los indicadores
prondsticos:

+ Algunos autores sugieren que los MB desmoplasicos tienen mejor pronostico

que los MB anaplasicos'>* (Maire et al., 1992) mientras otros sugieren que son los

desmoplésicos los que estan asociados a mal prondstico'™. Estas diferencias se

podrian deber a la diversa clasificacion del MB desmoplasico; alin asi, tipicamente

existe una asociacion del desmoplésico/nodular, junto con el cldsico, con una

mejor supervivencia global.

+ En el caso de los MB de nodularidad extensa todos ellos presentan un

pronostico favorable siendo los pacientes catalogados como de bajo riesgo. Por el

contrario, la variante de células grandes se presenta como muy maligno y con

frecuente diseminacion a través del LCR.

+ Algunos autores sugieren que la expresion de la GFAP confiere un mal

190

prondstico al MB' ™, mientras que la expresion del antigeno-S y la rodopsina

’ . s 191
estarian asociados a buen pronostico'".
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+ La proliferacion tumoral celular tiene un valor prondstico limitado, aunque los
tumores con un indice de incorporacion de BrdU mayor del 20 % parecen tener
mal prondstico'””. La respuesta a radioterapia parece se un factor de prondstico
mas certero que el indice de incorporacion de BrdU.

+ Los tumores aneuploides estan asociados a un buen prondstico'”>.

+ Los que tienen un alto indice apoptético tienen mejor evolucién que otros
pacientes independientemente del grupo de riesgo al diagnostico'*.

+ La LOH en 17p es un factor pronostico que despierta algunas controversias.
Mientras hay autores que sugieren que estd asociado a mal pronoéstico y reduce la
supervivencia'” otros han fracasado en el intento de demostrar dicha
correlacion'”®. La presencia del isocromosomal?7q, i(17q), se ha indicado como
desfavorable. El isocromosoma 17q se forma de una mitosis anormal, en la que la
division del centromero se produce segun el plano horizontal en vez del vertical,
dando lugar a una monosomia parcial de 17q debido al brazo perdido (LOH de
17q), y a una trisomia parcial de 17q, debido al brazo duplicado (isocromosoma
17q).

+ Tumores con amplificacion MYC son resistentes al tratamiento'”’, lo que les
confiere mal prondstico. De hecho, los anaplésicos/de células grandes deben su
malignidad mas a su pertenencia al grupo 3, y especificamente al grupo 3a que
presenta amplificacion de MYC, o al grupo 4 —ambos de mal pronostico- que a
su histologia'*®.

A causa de las variables histologicas y de los diferentes estadiajes de los pacientes
con MB se han realizado esfuerzos de cara a establecer marcadores moleculares que se

puedan correlacionar con el pronéstico de estos tumores (Tabla 7)*°.

Marcadores favorables Marcadores desfavorables
B -catenina nuclear'”® CDK6™
v- catenina®” Notch 22!
TrkC?% -Myc?®
ErbB2 (HER2/Neu)*"*

Tabla 7. Marcadores moleculares de pronéstico en los meduloblatomas.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Considerando todos los datos anteriores, expuestos en la introduccidén de este
trabajo, sobre el desarrollo del sistema nervioso, la regulacion genética ejercida por la
via sonic hedgehog, asi como las alteraciones moleculares que se presentan
frecuentemente en meduloblastomas y neuroblastomas, el objetivo principal de este
trabajo es determinar la posible inhibicién de la via sonic hedgehog en lineas celulares
de estos dos tipos tumorales, mediante ciclopamina, un inhibidor de Smo, y mediante
siRNA contra Glil. Hipotetizamos que tanto la ciclopamina como el siRNA contra Glil
deberian ser capaces de inhibir la via sonic hedgehog, disminuyendo la capacidad
tumorigénica, in vitro e in vivo, de las células de meduloblastoma y de neuroblastoma.

Dentro de este gran objetivo se engloban los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizacion de las lineas celulares de neuroblastomas y meduloblastomas,
mediante analisis de expresion de RNA y proteinas de varios de los componentes de la

via SHH.

2. Analisis epigenético de los promotores de varios genes supresores de tumores
ligados a la via sonic hedgehog, asi como ensayos de desmetilacion de tales
promotores si estuvieran metilados, con el objeto de confirmar si la metilacion es causa

de la inhibicion de la expresion de esos genes.

3. Tratamiento inhibitorio de la via sonic hedgehog, in vitro, en las lineas celulares,

mediante ciclopamina -inhibidor de SMO- y mediante siRNA contra GLI1.

4. Estudio de proliferacion celular y de tumorigénesis in vitro mediante crecimiento
de colonias en agar blando, después de los tratamientos inhibitorios aplicados a las

lineas celulares.

5. Estudio de tumorigénesis in vivo, mediante lineas celulares de meduloblastoma y
neuroblastoma, tratadas con los agentes inhibitorios de la via Shh (y las no tratadas

como control), xenotrasplantadas a ratones inmunodeprimidos.
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CONCLUSIONES

1. La via sonic hedgehog esta activada en lineas celulares de meduloblastoma y
neuroblastoma, a juzgar por el estado de expresion de los principales reguladores

de la misma.

2. Los tratamientos con ciclopamina y con siRNA contra Glil redujeron la
expresion de Glil, la viabilidad celular, y la clonogenicidad en agar blando

(tumorigenicidad in vitro) en las lineas de meduloblastoma y neuroblastoma.

3. El estudio in vivo, que finalmente solo pudo realizarse en dos lineas de
meduloblastoma (DAQOY y D283Med) mostré una disminucion del tamafio tumoral

tras los tratamientos con ciclopamina y con siRNA contra Glil.

4. En su conjunto se puede concluir que en las lineas celulares de meduloblastoma y
neuroblastoma los tratamientos como la ciclopamina y el siRNA contra Glil son

utiles, al menos a nivel experimental.

5. Smo y Glil son, por tanto, dianas terapéuticas que pueden ayudar a la busqueda
de nuevas terapias contra el cancer, mediante ensayos de inhibicion in vitro e in

vivo, realizados en células tumorales que tengan activada la via sonic hedgehog.
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ANEXO I: ABREVIATURAS

5°’AZA / 5-aza-dC: 5-aza-2’- desoxicitidina
ABCG2: ATP-binding cassette protein, sub-family G, member 2
DNA: Deoxiribonucleic Acid

BHE: Barrera HematoEncefalica

BrdU: 5-Bromo-2-Deoxiuridina

c¢DNA: DNA complementario

CGE: Capa Granulosa Externa (del cerebelo)
CMN / NSC: Células Madre Neurales

PNET: Tumores del neuroectodermo primitivo
Ct: Threshold Cycle (ciclo umbral)

DMEN: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetil Sulféxido

dNTP: Deoxinucleotido Trifosfato

dsRNA: RNA de doble cadena

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido Etilediamina Tetraacético
ELISA: Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay
FBS: Suero Bovino Fetal

GCP: Precursores de Células Granulares
Glil,2,3: GLI family zinc finger 1,2,3

HPR: Peroxidasa del Rabano Picante

HPRT1: Hipoxantina fosforibosiltransfersa 1
HHIP: Proteina interactuante con Hedgehog
IDRF: Factores de Riesgo Definidos por Imagen
IGF: Factor de Crecimiento tipo Insulina

IMD: DNA Metilado In Vitro

INRG: Comit¢ Internacional de Patologia del Neuroblastoma
Kb: Kilobase/s

KDa: Kilodalton/s

LCR: Liquido Céfalorraquideo

LOH: Pérdida de Heterocigosidad
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LR: Labios Rombicos (del cerebelo)

MB: Meduloblastoma

Mb: Milimolar

Min: Minuto

mM: Nanomolar

MSP: Metilacion-Especifica PCR

MYC: v-myc Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
MYCN: Oncogén relacionado con la mielocitomatosis
NB: Neuroblastoma

NFP: Proteina Neurofilamentosa

ng: nanogramo

Nm: Nanometros

OMS/WHO: Organizacion Mundial de la Salud
Pb: Pares de Bases

PBS: Tampon Salino de Fosfato

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PIP3: Fosfatidil Inositol Trifosfato

Pmol: Picomol

PTCHI1: Patched 1

PTPs: Proteinas Tirosin fosfatasas

qRT-PCR: PCR Transcriptasa Reversa a tiempo real
RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RT-PCR: PCR Transcriptasa Reversa

RPMI: Medio del Instituto Roswell Park Memorial
SHH o Shh: Sonic Hedgehog Homolog

SiRNA: Short interfering RNA

s: segundo

SMO: Smoothened

SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico

SNS: Sistema Nervioso Simpatico

SNPS: Sistema Nervioso Parasimpatico

SUFU: Supresor de fused

TC: Tomografia Computerizada
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TCR: Receptor de transferrina
TGN46: Trans-golgi Network Protein
Tm: Temperatura de fusion

ZSV: Zona Subventricular

ZV: Zona Ventricular

pg: microgramo

pl: microlitro

pmol: micromolar
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ANEXO II: REFERENCIAS DE PRODUCTOS FUNGIBLES

5°AZA (Ref. A3656, Sigma)

Agarosa (Ref. 8016, Pronadisa)

Aminoacidos no esenciales (Ref. 11140-035, Gibco)

AmpliTaq GoldTM polimerasa (Roche)

Anfotericina B (Ref.15290-018, Gibco)

BLOCKA-IT Technology (Invitrogen, Carlsbad, CA)

B27 (Ref. 17504-044, Invitrogen)

bFGF (Ref. 100-18b, Binova)

Bromuro de etidio (EtBr) (Ref. E1510, Sigma)

Cell Death Detection ELISA PLUS (Ref. 11920685001, Roche)

Ciclopamina (CP) (Ref. C4116, Sigma)

CpGenome ™ DNA Modification Kit (Ref. S7820, Chemicon® Internacional).
DEPEC (Ref. 40718, Sigma Aldrich)

DMSO (Ref. D-2650, Sigma)

DMEN/F12 + Glutamato (Ref. 31331-028, Invitrogen)

DNAsa I (Ref. 18068-015, Invitrogen)

dNTPs (Ref. 27-2035-01, Pharmacia)

EDTA (Ref. E8008, Sigma)

EGF (Ref. 100-15, Binova)

FBS (Ref. 10082-147, Invitrogen)

PBS (Ref. 10010-015, Invitrogen)

Penicilina/estreptomicina (Ref. 15140, Gibco)

Oligomeros al azar (Ref. 48190-011,Invitrogen)

QuickPrep Total RNA Extraction Kit (Ref. 27-9271-01, Amersham Biosciences)
RPMI 1640 + GlutaMAXTM I (Ref. 61870-010, Invitrogen)

Superscript™ II Transcriptasa RNasa H Reversa (Ref. 18064-022, Invitrogen)
SYBR Green I Master Mix buffer (170-8882 Bio-Rad)

Tripsina — EDTA 0.05 % (Ref. 25300-054, Invitrogen)

Wizard® Genomic DNA Purification kit (Ref. A1120, Promega)
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ANEXO III : RELACION DE TABLAS

Tabla 1. Genes de la via de sefializacion Shh y sus repercusiones clinicas. (p. 50)

Tabla 2. Genes importantes en la funcién de las CMN y su implicacion en los tumores del

sistema nervioso. (p. 54)
Tabla 3. Equivalencia de gradacion de los neuroblatomas de la INSS/ INRG. (p. 59)
Tabla 4. Alteraciones genéticas en los meduloblastomas. (p. 78)
Tabla 5. Clasificacion de Chang para los meduloblastomas. (p. 79)
Tabla 6. Clasificacion de Packer de los MB. (p. 80)
Tabla 7. Marcadores moleculares de pronoéstico en los meduloblastomas. (p. 81)
Tabla 8. Informacion sobre los genes estudiados. (p. 105)
Tabla 9. Secuencias de oligonucle6tidos para la RT-PCR. (p. 106)
Tabla 10. Condiciones de las reacciones de la RT-PCR. (p. 106)
Tabla 11. Programas de PCR utilizados para la RT-PCR. (p. 107)

Tabla 12. Secuencias de oligonucledtidos y temperaturas de hibridacion para la qRT-

PCR. (p. 107)
Tabla 13. Oligonucledtidos utilizados en el analisis MCA-Met. (p. 108)
Tabla 14. Programas de PCR utilizados para el ensayo MCA-Met. (p. 108)
Tabla 15. Secuencias de oligonucledtidos de siRNA contra Glil. (p. 109)
Tabla 16. Amplificacion de MYCN en lineas celulares de NB. (p. 116)

Tabla 17. Analisis de metilacion en lineas celulares de MB mediante MCA-Met. (p. 116)
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ANEXO IV: RELACION DE FIGURAS

Figura 1. Formacion del tubo neural y de la cresta neural. (p. 34)
Figura 2. Formacion de las vesiculas encefalicas a partir del tubo neural rostral. (p. 35)

Figura 3. Migracion y diferenciacion de las CCN a lo largo de la via ventral desde el tubo

neural dorsal. (p. 37)
Figura 4. Zonas de actividad neurogénica en el cerebro adulto. (p. 40)
Figura S. Estructura tridimensional del dominio de sefializacion de Shh. (p. 43)
Figura 6. Genes diana de GLI. (p. 50)

Figura 7. Modificaciones para el transporte del ligando Shh desde las células de origen a

las células diana. (p. 51)
Figura 8. Regulacion de la via de sefializacion Shh en el cilio primario. (p. 52)
Figura 9. Modelos de la activacion de la via Shh que contribuyen al cancer. (p. 55)
Figura 10. Clasificacion histoldgica de los neuroblastomas. (p. 60)
Figura 11. Tumores neuroblasticos. (p. 68)
Figura 12. Subgrupos histologicos de meduloblastomas. (p. 72)
Figura 13. Modificacion del DNA mediante reaccion con bisulfito. (p. 93)

Figura 14. Ensayo de metilacion mediante analisis de la curva de fusion (MCA-Met).

(p-95)

Figura 15. Férmula estructural de la ciclopamina. (p. 98)

Figura 16. Anélisis de expresion de la via de sefalizacion Shh en lineas celulares de NB

mediante RT-PCR. (p. 113)

Figura 17. Expresion de SMO, PTCH1 y GLI1 mediante qRT-PCR en lineas celulares de
NB. (p. 114)

Figura 18. Anélisis de expresion de la via de sefalizacion Shh en lineas celulares de MB

mediante RT-PCR. (p. 115)

Figura 19. Algunos de los resultados obtenidos en los analisis de metilacion de los genes

inhibidores de la via de sefializacion Shh: HHIP y SUFU. (p. 117)
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Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Promotor no metilado de HHIP en la linea celular TE671 tras el tratamiento

con 5-Aza 2’-desoxicitidina . (p. 117)

Caida en la expresion relativa de GLI1 en lineas celulares de NB tras el

tratamiento con ciclopamina. (p. 118)

Porcentaje de expresion de los genes PTCH1 y GLII en lineas celulares MB

tras el tratamiento con 16 uM de ciclopamina (p. 119)

Porcentaje de supervivencia tras el tratamiento con ciclopamina en lineas

celulares de NB. (p. 120)

Porcentaje de supervivencia tras el tratamiento con ciclopamina en lineas

celulares de MB. (p. 120)

Disminucidn en la formacion de colonias tras el tratamiento con ciclopamina

en las lineas celulares de NB. (p. 121)

Inhibicién de la capacidad tumorigénica tras el tratamiento con ciclopamina.
(p-122)

Deteccion de la expression de Glil mediante QRT-PCR tras la aplicacion de

tratamientos inhibitorios a células DAOY. (p. 123)
Crecimiento de colonias en agar blando. (p. 124)

Crecimiento de los xenotrasplantes in vivo. (p. 125y 126)
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ANEXO V: CLASIFICACION DE LA OMS

Grados histologicos de malignidad de tumores seleccionados

del SNC segun la clasificacion de la OMS de 2016.
(Louis DN y cols. Acta Neuropathol. 2016 Jun;131(6):803-20)

WHO grades of select CNS tumours

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Dittuse astrocytoma, |DH-mutant

Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant

Glioblastoma, IDH-wildtype

Glioblastoma, IDH-mutant

Diffuse midling glioma, H3 K27M-mutant

Cligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted

Anaplaslic oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19g-codeleted

Other astrocytic tumours

Pilacytic astrocytoma

Subependymal giant cell astrocyloma
Pleomarphic xanihoastrocytoma
Anaplastic plecmarphic xanthoastrocytoma

Ependymal tumours
Subapendymoma

Myxopapillary ependyrmoma
Ependymoma

Ependymoma, RELA fusion-positive
Anaplaslic ependymoma

Other gliomas
Angiocentric glioma
Chordoid glioma of third venlricle

Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Meuronal and mixed neuronal-glial tumours
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour

Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplaslic ganglioglioma

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitte-Ducios)

Il
Il or il
[l
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Desmoplastic infantile astrocyloma and ganglioglioma
Papillary glionauronal turmour
Rosatte-forming glioneuronal tumour [

Central neurocytoma Il
Extraventricular neurocytoma Il

Cerebellar liponeurocyloma 1
Tumours of the pineal region

Pineocytoma I
Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation 1l or Il
Pineoblastoma v
Papillary tumour of the pineal region IFor il
Embryonal tumours

Medulloblasioma (all subtypes) IV
Embryonal tumour with multilayered rosettes, C19MC-altered IV
Medulloepithelioma v
CHS embryonal tumour, NOS v
Atypical teratoidfrhabdoid tumour v
CNS embryonal tumour with rhabdoid features IV
Tumaurs of the cranial and paraspinal nerves

Schwannoma [
Neurofibroma [
Perineurioma I
Malignant peripheral nerve sheath tumaour (MPNST) I, Il or IV
Meningiomas

Meningioma [
Alypical meningioma I
Anaplastic (malignant) meningioma I
Masenchymal, non-meningothelial tumours

Salitary fibrous tumour [ haemangiopericytoma o il
Haemangioblastoma [
Tumours of the sellar region

Craniopharyngioma [
Granular cell tumaour [
Pituicytoma l

Spindle cell oncocytoma
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