CIUDAD DE MEXICO


Javier
Texto escrito a máquina
CIUDAD DE MÉXICO 

Javier
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



HOJA DE FIRMAS

Dra. Rebeca Gomez Chico Velasco |
Directora de Ensefianza y Desarrollo Academico

DI.'a_ %a/ 2

M. en C. AW Pacheco.

M. en C. Silvia Selene Moreno Guerrero.

Medico adscrito al departamento:

Dra. Gabriela Hernandez Pliego.




AGRADECIMIENTOS

A mis padres por ser mi inspiracion para superarme, por siempre motivarme,
gracias por su tiempo, comprension, paciencia, su amor infinito, por esforzarse
para darme las herramientas, construirme una vida mejor y hacer posible mis
suefnos.

A Mariana mi hermana por ser mi compafiera, consejera, amiga, una inspiracion,
por cuidarme y preocuparse por mi bienestar.

A Miguel por confiar siempre en mi, por su amor y apoyo incondiconal.

A la Dra. Gabriela Hernandez Pliego por su confianza depositada en mi, por su
paciencia, por sus ensefianzas.

A mis maestros de Oncologia Pediatrica por sus ensefianzas, por exigirme a ser
mejor médico cada dia, por transmitirme sus conocimientos, sus experiencias,
Sus consejos, gracias por transmitirme el amor a esta carrera y por depositar en
mi su confianza.

A mis comparferos Residentes por su apoyo, por su amistad, por ser una familia
durante este tiempo de formaciéon académica.

Un agradecimiento especial a Selene y Arturo, mis Maestros en Ciencias por
abrirme un panorama a la investigacion, por su dedicacién y compromiso con su
trabajo. Sin ellos no habria sido posible realizar este trabajo.

A todo el equipo de Enfermeria, Laboratorio de Oncologia, Inmunofenotipo,
Biologia Molecular, gracias por su amistad, por sus ensefianzas y por transmitir
el compromiso que tienen con su trabajo.

Al Hospital Infantil de México por abrirme sus puertas, por convertirse en mi casa
en estos afnos de vida profesional, por permitirme formar parte de su historia y
sentirme orgullosa de portar su escudo.

A todos los nifios y mamas del servicio de Oncologia por ser mis maestros y mi
inspiracion dia con dia, por sus sonrisas, tiempo, amistad y confianza en mi.



INDICE

RESUMEN . ... et e e e ettt e e et et et 5
INTRODUGCCION. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et 6
MARCO TEORICO ...t ee et e et e e e e e e e e e e e eeeeeees 7
Caracteristicas de NeuroblastOmMa. ... ....o.iuiiii i 7

L o] o 1=T o910 (oo - U 7

P A OGN SIS, .. ettt 8
Manifestaciones ClINICAS. ... . e e 8

D F= 1o | 0 01 1o o 1 PP 8
EStadifiCaciOn. .. ..o 9

FaCLOreS PrONOSTICOS. .. e et ittt ettt ettt et et et et e ettt et e et a e e 9

L2 122 U0 111= ) o 10

AN T E CE D EN T E S .. e e e e e et et e e e et e e e e nee e 10
INFlAMACION Y CANCE . ... 10
Polimorfismo -174 (G>C) del gen IL-6..........oeiiiiiie e 12
Polimorfismo D385A del gen SIL-6R........ciiiiii 12
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ... e e e e e e eenaas 13
PREGUNTA DE INVESTIGACION. .. ..ot 15
JUSTIFICACION. .. e e 15
L0 ]2 0 | I Y 2 16
Objetivo General y ESPECIfiCOS. ... ...uiiiii e 16

H P O T E SIS, e e 16
Hipoatesis verdadera y NUIA. ... 16
METODOS .o 17
TiPO de eStUAIO Y DISEMO. . ... cuiitittit e 17

Criterios de Inclusion, Exclusion y Eliminacion..............ccooiiiii i eeeeaeans 17
CONSIDERACIONES ETICAS . ... e 20
PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO ... .. e 20
DESCRIPCION DE VARIABLES. ...t 21
L S U N I3 1 23
Descripcion de la poblacion......... ... 28
DISCUSION . ..o e 30
CONCLUSION. e 32
LIMITACION DEL ESTUDIO .. ...t 32
CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES. ... ot e et e e 32
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. ...t 33
N A T 38
INICE A FIQUIAS. ... .ceiie e e I

Figura 1: Electroforesis de PCR para IL-6 ¥ IL-6R..........cooiiiiiiiiiiiee e 24

Figura 2: Digestion del producto de PCR del gen IL-6............coouiiiiiiiiiiiiiiiiaieians 25

Figura 3: Gel de electroforesis dela restriccion del producto del gen IL-6R................. 25

INICE dE TADIAS. ... . oeeee e e, I

Tabla 1: Secuencias de 10S INICIAdOreS. .. ... .. .oiuiuiiii e 19

Tabla 2: Técnica PCR-RFLP para el SNP-174(G>C) delgen IL-6..............cceuienennns 23

Tabla 3: Técnica PCR-RFLP para el SNP de D358A del gen IL-6R.............c..ccceuenn. 23

Tabla 4: Frecuencias por genotipo del SNP -174 (G>C) delgen IL-6....................... 26

Tabla 5: Frecuencias por alelo del SNP de D358A del gen IL-6R...............c.cceneeee. 26

Tabla 6: Frecuencias por genotipo del SNP D358A delgen IL-6R............c..ccceeeee. 27

Tabla 7: Frecuencias por alelo del SNP D358A delgen IL-6R.............ccoiviiiienens. 27

Tabla 8: Descripcion de la poblacion del estudio............ccooviiiiiiiiiiiiie e 28

INAICE 0B ANEXOS.... .o Il

Anexo 1. Carta de consentimiento informado...............coooiiiiiiiiiiiiii, 38

Anexo 2. Carta de asentimiento informado..............c..ooiiiiiiiiiiii e 39

Anexo 3. La estadificacion de acuerdo con los criterios del INSS (1993).................. 42

Anexo 4. Clasificacion de la INPC de acuerdo con el método de Shimada............... 42



RESUMEN:

Asociacién de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A slL-6R en
pacientes pediatricos con diagnostico de Neuroblastoma en el
Hospital Infantil de México Federico Gomez

Antecedentes: El neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en la
infancia se caracteriza por una evolucién clinica heterogénea que va desde una progresion
rapida a una regresién tumoral espontanea. Sin embargo, existen grupos de tumores
neuroblasticos altamente malignos, agresivos y con mala respuesta a los esquemas
terapéuticos. Estudios previos de la génesis del NB involucran diversas alteraciones: genéticas
como polimorfismos en citocinas entre ellas la IL-6 y el SIL-6R las cuales podrian estar asociadas
a procesos inflamatorios de riesgo y pronostico del NB. También los polimorfismos de estas
citocinas incluido el receptor de IL-6, se han sugerido como factores de riesgo en el control del
NB. IL-6 puede activar a las proteinas del complejo JAK (Janus cinasas) produciendo la
fosforilacidn y activacién de factores de transcripcion STAT, que regulan la proliferacion celular y
apoptosis. Se ha sugerido a la IL-6 con una doble funcion al inhibir la angiogénesis del NB y
limitar el tamafio del tumor. Sin embargo, otros estudios sugieren a esta citocina como factor
estimulante actuando sobre el microambiente celular promoviendo la metastasis y la progresion
del NB. La significancia de evaluar la asociacion de dichos factores permitira caracterizar y
comprender las bases biol6gicas del NB, e identificar posibles biomarcadores de prondstico; asi
como el éxito o fracaso del tratamiento. Se propone un estudio de cohorte prospectiva en
pacientes pediatricos con diagnéstico de NB, en la que se evaluara el papel pronéstico de los
polimorfismos del gen IL-6 y IL-6R.

Justificacion: El neuroblastoma tumor sélido extracraneal mas frecuente en la infancia. En el
insituto contamos con una poblaciéon importante de pacientes pediatricos con diagndstico de
Neuroblastoma, en los cuales podemos identificar cuales son los biomarcadores que influyen en
el pronéstico, asi como en la respuesta al tratamiento.

Objetivo: Identificar y determinar el papel pronéstico de los polimorfismos -174 (G>C) de IL-6 y
D358A del gen IL-6R en pacientes pediatricos con Neuroblastoma.

Hipotesis: Existen biomarcadores inmunologicos y moleculares que se asocian con el
prondstico en pacientes pediatricos con Neuroblastoma

Material y Metodos: Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 8 pacientes con
diagnostico de Neuroblastoma, se realizo la extraccién de ADN por método de columna y se
analizaron los SNP’s -174 (G>C) de IL-6 y D358A del gen IL-6R por medio de PCR-RFLP. Plan
de analisis: Se realizo un analisis descriptivo mediante la determinacidn de frecuencias.
Resultados: Genotipo de IL-6 SNP -174 (G>C), se determin6é en 8 pacientes con NB y 18
pacientes sanos. El genotipo GG se encontré en 50% con NB y 22.2% sanos. Genotipo GC se
encontré en 50% con NB y 33.3% sanos. El genotipo CC no se encontré en NB y 44.5% sanos.
Frecuencias alélicas en NB 75% G y 25% C. Sanos 38.9% G, 61.1% C. Genotipo IL-6R SNP
D358A, en 8 pacientes con NB y 18 sanos. Genotipo AA no en pacientes NB, si en 50% sanos.
El genotipo AC con NB 62.5% y sanos 44.4%. El genotipo CC en 37.5% NB y 5.6% sano.
Frecuencias alélicas en NB 31.25% para alelo A y 68.75% para C. En sanos frecuencia del
72.2% para Ay 27.8% para C.

Conclusiones: El alelo G del SNP -174 IL-6 (G>C) se presento con mayor frecuencia en
pacientes con Neuroblastoma que en individuos sanos. El alelo C del SNP D358A IL-6R se
presento con mayor frecuencia en pacientes con Neuroblastoma que en individuos sanos.
Probablemente el alelo G del SNP 174 IL-6 (G>C) y el alelo C del SNP D358A IL-6R pueden
tener un rol importante en el desarrollo y progresién del NB, como posibles biomarcadores de
mal pronostico. Es necesario incluir una mayor cantidad de pacientes para determinar el impacto
pronostico de los polimorfismos -174 1L-6 (G>C) y D358A IL-6R.

Abreviaturas: NB.- Neuroblastoma, SNP.- Polimorfismo de un solo nucleétido, PCR.- Reaccion
en cadena de la polimerasa, RFLP.- Restriction Fragment Length Polymorphism.



INTRODUCCION:

El cncer pediétrico es relativamente infrecuente, en los EUA se estima una tasa
media de incidencia anual de 18.8 casos por 100,000 individuos por afo, para
todos los canceres infantiles en menores de 20 afios. La probabilidad de que un
joven alcance la edad adulta después de haber sido diagnosticado con cancer
en su infancia es de aproximadamente 1 en 300 para hombres y 1 a 333 en
mujeres.

En la mayor parte del mundo, el cancer representa la segunda causa de
mortalidad en los nifios de 5 a 14 afios de edad, s6lo superada por los
accidentes. En el aflo 2006 se registraron en los Estados Unidos alrededor de
1,300 muertes relacionadas con cancer en nifios menores de 15 afios. Se estima
gue en individuos de 15 a 19 afios la contribucion relativa del cancer a la
mortalidad global es inferior a la de los nifios mas pequefios y en (%006 se

produjeron alrededor de 700 muertes por cancer en este grupo de edad.

En México, el cancer en nifios pas6 del decimotercer lugar como causa de
muerte en 1971, al segundo lugar entre la poblacién de 1 a 14 afios a partir del
afo 2001.

La neoplasia maligna mas comun en nifios de 0 a 14 afios, es la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), que representa el 25.4% de todos los diagndsticos de
cancer. La leucemia mieloide aguda (LMA) es el segundo tipo de leucemia mas
frecuente. Los tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) representan el
20.6% de los diagnosticos de céncer. Dentro de los tumores solidos
extracraneales, los mas frecuentes en el grupo de 0 a 14 afios son el
Neuroblastoma (7.0%), seguido por el tumor de Wilms (5.4%) y el linfoma no
Hodgkin (LNH) (5.9%). Otros diagndsticos que individualmente representan un
2% a 4% de las neoplasias malignas de la edad pediatrica son la enfermedad de
Hodgkin, el Rabdomiosarcoma, los sarcomas de partes blandas no
Rabdomiosarcoma, los tumores de células germinales, el Retinoblastoma y el
Osteosarcoma . El Hospital Infantil de México recibe un promedio de 250 casos
nuevos de cancer por afio, de los cuales, las leucemias aguda(lzs) linfoblastica

representan el 34%, seguidas de los Tumores del SNC y linfomas.



MARCO TEORICO.
Caracteristicas generales del Neuroblastoma:

El neuroblastoma (NB) es el tumor maligno extracraneal mas frecuente en
la edad pediatrica, derivado de las células primordiales de la cresta neural. Este
origen asi como los patrones de migracion de los neuroblastos durante el
desarrollo fetal, explican los multiples sitios anatomicos donde puede
presentarse el tumor primario, variando su localizacion y presentacion clinica. El
NB puede presentar caracteristicas bioldgicas y clinicas diversas, que van desde
la regresion esponténea; a la enfermedad metastasica diseminada.”

En general los Tumores Neuroblasticos comprenden una gran variedad de
patrones histologicos que se caracterizan por tener distintos grados de
maduracion y diferenciacion neuronal con potencial de crecimiento muy
variable.®

La supervivencia de los pacientes que desarrollan NB, después del primer afio
de vida o presentan tumores metastasicos; no ha mejorado en comparaciéon a
otras neoplasias malignas (por ejemplo, leucemias) y aun continua siendo un
gran reto en la oncologia pediatrica®. Se han logrado identificar factores
pronésticos basados en hallazgos clinicos. Sin embargo, en la actualidad son
necesarios estudios genéticos, moleculares y biolégicos del NB para mejorar la
comprension clinica, terapéutica y pronéstico de este tumor.

Epidemiologia:

El Neuroblastoma es un tumor de la edad pediatrica, en el que el 97% de los
pacientes es diagnosticado antes de los 10 afios de edad. El diagnéstico de NB
en edad promedio es de 22 meses y se presenta en la misma proporcién en
ninos que en nifas. El NB puede originarse en cualquier sitio a lo largo del
sistema nervioso simpatico, la localizacién es variada y cambia con la edad. ©

Representa 8-10% de todas las neoplasias infantiles su prevalencia es de 1 caso
por cada 7000 nacidos vivos. En Estados Unidos se presentan 800 casos de NB
por afio y su incidencia es de 10.4 casos por millébn/afio en la raza blanca y de
8.3 casos por millén/afio en la raza negra en menores de 15 afios. © 9 1011

En México se ha informado una frecuencia e incidencia de 2.7 y 3.6 % por un
millon de nifios/afio, respectivamente. La incidencia del Neuroblastoma en los
nifios mexicanos es baja posiblemente debido a la dificultad para su diagnéstico.
El 800{c1>2()je los casos se diagnostica en estadios avanzados de la enfermedad (lll
y V).



Patogénesis molecular del NB:

Las alteraciones citogenéticas y la genética molecular en NB son las siguientes:

1.-Ploidia: La mayoria de los NB tienen cariotipos diploides, lo cuales son
mas frecuentes en nifios mayores y con caracteristicas de mal prondstico.
Algunos tumores localizados tienen cariotipos triplioides o hiperdiploides que se
asocian a factores de buen prondstico. 14 19

2.-Gen N-myc: Es un factor trascripcional de genes que participan en
regular los mecanismos de proliferacion y diferenciacion neuronal, se encuentra
hasta en un 22% de los NB. La amplificacion de este gen se asocia a estadios
avanzados de la enfermedad y mal pronéstico )

3.- Ganancia del brazo largo del cromosoma 17: Se presenta hasta en
50% de los casos con NB "

4.-Delecion o pérdida alélica de brazo corto del cromosoma 1: Esta
alteracion citogenética se encuentra en 70-80% de los NB con cariotipos
diploides, y en general se asocia a estadios avanzados y amplificacion de N-
myc, confiriendo un mal pronéstico.

5.- Otras alteraciones citogenéticas: Pérdida del brazo largo del
cromosoma 11 y del cromosoma 2. °

6.-Alteraciones en la expresiéon génica de receptores de neurotrofina:
TrKA, TrkB y TrkC @ 2122 Todas estas alteraciones genéticas pueden influir el
inicio y progresion del Neuroblastoma.

Manifestaciones clinicas:

La sintomatologia del NB depende del tamafio, localizacion del tumor, presencia
de enfermedad metastasica; signos y sintomas caracteristicos de sindromes
paraneoplasicos, un 25% de los pacientes pueden estar asintomaticos. En
alrededor de 1% de los pacientes no es posible identificar el sitio primario. La
enfermedad metastasica esta presente al diagnéstico en 43% de los casos; esta
es resultado de la diseminacion linfatica y hematdégena. La afeccién ganglionar
se presenta alrededor del 30-35% de los pacientes y la diseminaciéon
hematdégena més frecuente es a medula 6sea, hueso, higado y la piel. En
enfermedad recurrente o terminal se presenta metéstasis a pulmon, sistema
nervioso central, bazo, pancreas, tiroides. ©®

Diagnéstico:

La evaluacion de los tumores neuroblasticos se establece mediante la presencia

de tejido tumoral por estudios histologicos. Sin embargo, el consenso
internacional acepta un diagnostico realizado mediante el hallazgo de células
tumorales en el aspirado de médula 6sea, asociado al aumento de niveles en
orina y suero de catecolaminas o metabolitos de catecolaminas (por ejemplo,
dopamina, acido homovanilico y vaniliimanadelico) y anélisis radiolégico 2.



Estadificacion del NB.

La estatificacion de este tumor es compleja por tal motivo la intencion de
uniformar tanto el diagnostico como los resultados de los diferentes estudios
realizados en pacientes con NB se ha decidido utilizar la estadificacion revisada
por el sistema de estadificacion internacional del NB, basada en la evaluacién
clinica, radiografica y quirdrgica. ©©

El NB es clasificado en niveles de bajo, intermedio, y alto riesgo basado en
factores clinicos y bioldgicos que se ha observado que pueden predecir
prondstico y riesgo de recurrencia.

Factores Prondsticos:

En la actualidad algunos de los factores prondsticos mas importantes al NB
incluyen:

Edad al Diagnostico: Esta caracteristica, es uno de los primeros
indicadores prondstico, presentan un mejor pronéstico los pacientes menores de
1 afno a diferencia de los pacientes mayores de 2 afios. Los niflos mayores a 18
meses y adolescentes presentan un peor resultado global.

Estadio de enfermedad: La sobrevida libre de enfermedad a 3 afos en
pacientes con etapas 1,2 y 4S es de 75-70%, mientras que en las etapas 3y 4
depende de la edad; pacientes con etapa 3 menores de 1 aflo de edad, tienen
entre 80-90% de posibilidades de curacion y con etapa 4 las posibilidades son
de 60-75%.

Amplificacién del N-myc: M&s de 10 copias se presenta en 25% de NB
primarios; se asocia a estadios avanzados en un 30-40% con rapida progresiéon
y pobre pronostico; En estadios bajos y en etapas 4S se presenta en el 5-10%.

indice de DNA: Es muy importante en menores de 2 afios de edad al
diagnéstico con enfermedad diseminada, especialmente en el estadio 4S.
Tumores hiperdiploides (indice de ADN>1) son asociados con mal prondstico en
comparacion con aquellos tumores diploides (indice de ADN=1).

Histologia: Considera el grado de diferenciacién neuroblastica, el grado
de proliferacién celular (MKI, indice mitosis-cardiorrexis), grado de componente
estromal, grado de calcificacion. Formas diferenciadas de los tumores
neuroblasticos, GNB y GN, son tumores benignos con un pronéstico favorable y
sélo requieren tratamiento quirdrgico. El NB en pacientes menores de un afio y
medio tienen mejor prondstico en comparacion con los niflos mayores. Los nifios
de menor edad presentan tumores benignos localizados. 324



Tratamiento:

El tratamiento del NB comprende las 3 estrategias terapéuticas principales en el
manejo del paciente pediatrico con cancer, que son la cirugia, quimioterapia y
radioterapia. La funcion de cada una de ellas esta determinada por la historia
natural de cada uno de los casos considerando la etapa, la edad y las
caracteristicas biolégicas. En la actualidad se considera que esas 3 estrategias
deben ser complementadas con inmunoterapia, medicina nuclear y trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas en etapas avanzadas del tumor o en caso
de recaida. En el Hospital Infantil de México “Federico GOomez” (HIMFG) se
emplea un esquema de quimioterapia basado en los esquemas del POG 8104 y
8441, para etapas 1-2 y 3-4, respectivamente. ©

Por otra parte estudios recientes proponen un papel importante del status
inmunoldgico del hospedero y el desarrollo de procesos inflamatorios cronicos
asociados a la malignidad.

ANTECEDENTES.
Inflamacion y cancer:

El binomio entre inflamacién persistente y cancer se ha propuesto como
promocién de progresién de tumores. ?” %) Es de conocimiento general que la
respuesta inflamatoria tipica involucra una serie de reacciones de los vasos
sanguineos que conducen a la acumulacion de fluidos y células inmunitarias
(leucocitos) a tejidos extravasculares. La via inflamatoria ésta integrada por
cuatro componentes esenciales: 1) Los inductores, 2) tipos de sensores, 3)
sintesis de diversos mediadores inflamatorios y 4) las acciones de las moléculas
efectoras sobre los 6rganos blancos. > %) Entre los mediadores inflamatorios,
las citocinas tienen un papel importante tanto en activacion de inflamacion,
regulacién inmunitaria y homeostasis del hospedero #®. El control de la
inflamacion depende del fino balance de citocinas pro y anti-inflamatorias (IL-1,
TNF-aq, IL-12, IL-8, IL-6 vs IL-4, IL-10, TGF-B). En particular, la interleucina 6 (IL-
6) es una citocina pro-inflamatoria, considerada también de respuesta inmune
humoral. Esta citocina inicialmente descrita como factor de activacion a células
T, diferenciacion de células B e importante regulador de la sintesis de proteinas
de fase aguda.®Y También esta citocina es conocida como factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF). IL-6 ésta involucrada en varios procesos biol6gicos como
alteraciones del sistema inmunitario y canceres. Asi mismo, como la mayoria de
citocinas tiene caracteristica pleiotropica (multiples blancos celulares a la accién
de la citocina). Ademas IL-6, también tiene accion paracrina de hormona
afectando a enfermedades vasculares, metabolismo de lipidos, resistencia a la
insulina, actividades mitocondriales e interaccion con otros sistemas;
principalmente sistema nervioso central. ¥ La actividad bioldgica de IL-6 se
produce por unidon de esta citocina a su molécula receptora (RIL-6) y la
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expresion del RIL-6 puede localizarse como molécula de anclaje a la membrana
celular o en forma solubilizada (sIL-6R). “®- Por tanto, IL-6 puede unirse en
circulacién, asi también en la membrana celular. El receptor de IL-6 ésta
formado de dos subunidades (RIL-6 y gp 130) ambas subunidades se solubilizan
después de la union a la citocina, asi el sIL-6R actia como agonista de la IL-6
mientras la gpl30 soluble tiene efecto antagonista; por tanto reduce la
biodisponibilidad de la citocina. El RIL-6 es principalmente expresado por
hepatocitos neutréfilos, monocitos/macréfagos “% en el caso del sIL-6R este es
producido por dos mecanismos independientes limitados por la protedlisis de la
proteina de membrana y la translacion de un RNAmM generado por splacing
alternativo ®”. La IL-6 también tiene propiedades anti-inflamatorias, esta funcién
predominantemente se presenta cuando se une al receptor gp 130 (esta
predominancia similar a otras citocinas). Las principales células inmunitarias
productoras de IL-6 incluyen a macréfagos activados, monocitos, de otras
células (fibroblastos y células del endotelio vascular). La prolongaciéon de
activacion inflamatoria, es un importante factor de riesgo, a la conversion de
malignidad, invasién, metastasis y resistencia de terapia oncolégica.®®- En la
inflamacion, IL-6 tiende a efectos transitorios entre inmunidad innata y adquirida;
esta citocina también regula inflamacién cronica, la cual puede condicionar un
microambiente celular en beneficio al crecimiento de células tumorales. Las
concentraciones de esta citocina son elevadas en varios tipos de cancer (de
pulmén, glandula mamaria, colon y neuroblastoma). ©° 29 En adultos sanos, las
concentraciones por arriba de 10pg/ml son consideradas anormalmente
elevadas y estédn evidenciadas en enfermedades cardivasculares, diabetes tipo 2
y cancer. En pacientes de neuroblastoma recurrente fase 4 se observan también
niveles elevados de IL-6. Ademas, la accién paracrina de IL-6 e IL-10 en el
tumor por activacion de las células inflamatorias; sugiere un papel importante de
estas citocinas en la progresion de neuroblastoma ©2). El principal mecanismo de
sefalizacion de IL-6 involucra la activacion del factor de transcripcion STAT
(traductor de sefial y activador de transcripcion 3) > 37 y su subsecuente
regulacion de transcripcion del gen de regulacion por las proteina de SOCS3
(sefal supresora de citocinas 3), este es el mas potente inhibidor negativo de la
sefializacion de IL-6 “®. Asi mismo, IL-6 derivada de células del estroma de
medula Osea promueven crecimiento y la viabilidad de neuroblastomas
provenientes de lineas celulares a través de vias de sefalizacion con
participacion de proteinas de fosforilacion ERk1/2 y proteina STAT-3 y también
median actividad promotora de crecimiento en modelos experimentales de
neuroblastoma “?. Otras investigaciones, demuestran niveles elevados del
receptor soluble de IL-6 en correlacion a la presencia de metéstasis en modelos
de neuroblastoma “?. En el pronéstico y severidad del neuroblastoma se ha
enfatizado a la IL-6 y a su receptor, como marcadores de severidad. Estudios
previos, demuestran correlacion entre concentraciones elevadas de IL-6 en
células mononucleares de sangre periférica de pacientes y alto riesgo de
neuroblastoma. ®?. No obstante estas evidencias, otros estudios cuestionan los
resultados del complejo IL-6/sRIL-6 en la progresién del NB. El discernir la
asociacion del complejo IL-6 y el de otras citocinas (IL-8, TNF-q, IL-12, TGF-B, e
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1L-10) en el nivel de severidad del neuroblastoma en nifios combinado a otros
factores de riesgo entre ellos el polimorfismo de estas citocinas pro y anti
inflamatorias contribuira al control clinico de la enfermedad con posibilidades de
mejorar el prondstico de este tipo de cancer. En la actualidad los polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) han sido implicados en diferentes patologias
incluidos diversos tipos de cancer.

Polimorfismo -174 G>C del gen IL-6

El gen de la IL-6 humana est4 localizado en el cromosoma 7p21, de
aproximadamente 5 Kb conformado de cuatro intrones y cinco exones de
longitud variable, una regiébn promotora, tres sitios de iniciacion de la
transcripcion y algunos polimorfismos “®. Las diferencias entre individuos tanto
en la respuesta a las citocinas como en la presentacion clinica del NB pueden
ser debidos a variantes genéticas, el SNP -174 G>C rs1800795 que se
encuentra en la regién promotora del gen IL-6 puede ser un factor pronostico en
pacientes con neuroblastoma de alto riesgo “®. La transicién de Guanina por
Citosina de este SNP afecta la transcripcion del gen y esta relacionada con las
concentraciones en plasma de IL-6, esto puede ser debido a que este SNP esta
localizado en una region cercana a importantes sitios de unién a proteinas
nucleares en el promotor del gen IL-6. ®? DeMichele describié una correlacién
directa entre el SNP -174 (G>C) y el resultado clinico en cancer de mama. Asi
mismo mujeres con cancer de mama sensible a hormonas y homocigotos (GG)
para el SNP -174 (G>C) mostraron tasas significativamente mas bajas de
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global “”. Lagmay vy cols,
reportaron alta tasa de supervivencia en pacientes con uno o mas alelos C en
comparacién con aquellos pacientes homocigotos para el alelo G “®. Por otra
parte, Totaro y cols reportaron la variante -174C presenta un incremento
significativo en la actividad transcripcional comparada con el alelo G, también
encontraron niveles elevados de IL-6 asociados con mal resultado en nifios con
Neuroblastoma. Ademds relacionaron al SNP IL-6-174 G>C con la disminucién
en el tiempo de supervivencia, sugiriendo que este polimorfismo puede ser muy

importante como marcador prondstico para neuroblastoma en poblacion italiana
(30)

Polimorfismo D358A del gen slIL-6R

Como fue citado anteriormente la IL-6 tiene un receptor especifico que se puede
encontrar ya sea en la membrana celular o en una forma soluble (sSIL6R). La IL-6
se une se une a estos receptores formando un complejo que se asocia a la
proteina transmembranal gpl130. Este complejo, activa JAK2, que a su vez
activa mdltiples vias, STAT1 y STAT3. Esta ultima se ha demostrado que
desempefia un papel en el retraso de la iniciacion de la respuesta inflamatoria a
medida que se desarrolla el cancer 7.

El polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) no sinénimo D358A (asp358ala)
rs8192284 incluye el cambio de una Adenina por Citosina en la posicion 48892
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exén 9 del gen sIL-6R, el cual resulta en una sustitucion de Aspartato por
Alanina en la posicion 358 de la proteina.“®. Gu y colaboradores utilizaron
herramientas bioinformaticas (BLOSUM®62 y PolyPhen) para predecir la funcion
de diversos SNP’s en el gen IL-6R, sugiriendo que el polimorfismo D358A
(rs8192284) puede afectar la estructura de la proteina. “?. Confirmando lo
reportado con anterioridad en un estudio in vitro de células humanas, donde
sugieren el SNP D358A rs8192284 se encuentra en una posicion importante
cerca de la region transmembranal de la proteina, y esta sustitucion de
aminoacidos de Aspartato por Alanina podrian alterar el desprendimiento de la
membrana IL-6R a la forma soluble de sIL-6R.®? Ademas se ha reportado que
este polimorfismo puede a su vez influenciar los niveles de sIL-6R en suero, el
alelo C variante de este SNP se ha sido asociado con niveles elevados de slL-
6R en poblacién japonesa y caucasica.® %Y Ferreira y cols. determinaron que el
alelo 358ala se asocia con un incremento de aproximadamente 35% de las
concentraciones circulantes de sIL-6R y demostraron que la variante 358Ala de
este SNP aumenta la transcripcion de la isoforma soluble del receptor de IL-6
(sIL-6R) siendo un determinante genético importante en diversas enfermedades.
%2 por otro lado el SNP D358A (asp358ala) del IL-6R no mostréd ninguna
asociacion entre el neuroblastoma de alto riesgo y la progresion de la
enfermedad o la supervivencia “?.

Por tanto, el valor pronéstico de los niveles de sIL-6R no ha sido bien
establecido. Datos previos han investigado en pacientes con cancer de prostata
sefialan niveles elevados del sIL-6R como factor de mal prondstico ©. Datos en
Neuroblastoma reportan reportan disminucién de los niveles de sIL-6R en
sangre periférica asociado con la presencia de enfermedad metastasica “*.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El neuroblastoma (NB) es el tumor maligno extracraneal mas frecuente en la
edad pediatrica. La regresion espontanea y la maduraciéon de dichos tumores
estd ampliamente documentada, pero no de todo clara como fendmeno
bioldgico. Ademas el NB puede presentar caracteristicas biologicas y clinicas
diversas como la regresion espontanea en algunos casos y la existencia de un
grupo de tumores neuroblasticos altamente malignos y agresivos y con mala
respuesta a los esquemas terapéuticos.

Los avances en cuanto a la mejoria de la supervivencia de los pacientes con NB
no han sido tan significativos como en otras neoplasias; sobre todo en aquellos
pacientes que desarrollan NB después del primer afio de vida o tienen tumores
metastasicos. Sin embargo algunos reportes sugieren que la tumorogenesis del
NB puede ser el resultado de diferentes alteraciones o variantes genéticas, las
cuales pueden también influir en el resultado clinico de la enfermedad.

El uso de herramientas moleculares que permitan caracterizar y comprender las
bases genéticas del NB, permitirAn predecir el fracaso del tratamiento. Estos
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biomarcadores pueden ser integrados a las pruebas de diagndstico y ser de
utilidad como blancos moleculares para el desarrollo de nuevas terapias.

Existe evidencia que los niveles altos en circulacion de IL-6 son un marcador de
mal prondstico en varios tipos de cancer incluyendo el neuroblastoma, asi como
también se ha descrito el papel de la IL-6 en el microambiente del
Neuroblastoma promoviendo la progresién y metastasis del tumor.

Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 que regulan la expresion de IL-
6 y el nivel del receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) respectivamente pueden tener
relacion con el resultado clinico en pacientes con neuroblastoma.

En algunos estudios previos con el SNP -174 IL-6 (G>C) se ha asociado esta
variante genética con el resultado clinico en pacientes con NB sin embargo han
reportado también resultados contradictorios en cuanto al genotipo asociado ya
qgque Lagmay y cols. reportan el genotipo GG como un marcador de mal
prondstico clinico y por su parte Totaro y cols. en poblacién italiana encontraron
el genotipo CC asociado a un mal resultado clinico. Estas contradicciones
pueden ser debidas a las diferencias genéticas que existen entre poblaciones.

Debido a los pocos estudios previos, a las contradicciones encontradas y a que
no se cuenta con frecuencias reportadas de dichos SNP’s en nuestra poblacién
es importante analizar si los niveles de IL-6 y el SIL-6R y los resultados clinicos
pueden deberse a los polimorfismos genéticos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 en
pacientes mexicanos con Neuroblastoma.

Hasta el momento no hay estudios en poblacion pediatrica mexicana que
evalien el impacto de polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 con el
pronéstico y respuesta a tratamiento en pacientes con Neuroblastoma. En el
HIMFG tres cuartas partes de los pacientes con NB se presentan con
enfermedad metastasica y los factores pronésticos se basan hasta el momento
en caracteristicas clinicas, por esto es importante analizar factores genéticos
gue nos permitan caracterizar de la mejor manera a todos los pacientes, para en
un futuro lograr que todos ellos tengan acceso a la mejor opcion de tratamiento.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuédl es la asociacién de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A slIL-6R
en pacientes pediatricos con diagnostico de Neuroblastoma en el
Hospital Infantil de México Federico Gémez?

JUSTIFICACION

El neuroblastoma es el tumor sdlido extracraneal mas frecuente en la infancia.
En el insituto contamos con una poblacién importante de pacientes pediatricos
con diagnéstico de Neuroblastoma, en los cuales podemos identificar cuales son
los biomarcadores que influyen en el prondstico, asi como en la respuesta al
tratamiento.

Existe evidencia que los niveles altos en circulacion de IL-6 son un marcador de
mal prondstico en varios tipos de cancer incluyendo el neuroblastoma, asi como
también se ha descrito el papel de la IL-6 en el microambiente del
Neuroblastoma promoviendo la progresién y metastasis del tumor.

Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 que regulan la expresion de IL-
6 y el nivel del receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) respectivamente pueden tener
relacion con el resultado clinico en pacientes con neuroblastoma.

En algunos estudios previos con el SNP -174 IL-6 (G>C) se ha asociado esta
variante genética con el resultado clinico en pacientes con NB sin embargo han
reportado también resultados contradictorios en cuanto al genotipo asociado ya
qgque Lagmay y cols. reportan el genotipo GG como un marcador de mal
pronéstico clinico y por su parte Totaro y cols. en poblacién italiana encontraron
el genotipo CC asociado a un mal resultado clinico. Estas contradicciones
pueden ser debidas a las diferencias genéticas que existen entre poblaciones.

Debido a los pocos estudios previos, a las contradicciones encontradas y a que
no se cuenta con frecuencias reportadas de dichos SNP’s en nuestra poblacién
es importante analizar si los niveles de IL-6 y el SIL-6R y los resultados clinicos
pueden deberse a los polimorfismos genéticos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 en
pacientes mexicanos con Neuroblastoma.

Hasta el momento no hay estudios en poblacién pediatrica mexicana que
evalien el impacto de polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 con el
pronéstico y respuesta a tratamiento en pacientes con Neuroblastoma. En el
HIMFG tres cuartas partes de los pacientes con NB se presentan con
enfermedad metastasica y los factores pronésticos se basan hasta el momento
en caracteristicas clinicas, por esto es importante analizar factores genéticos
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gue nos permitan caracterizar de la mejor manera a todos los pacientes, para en
un futuro lograr que todos ellos tengan acceso a la mejor opcion de tratamiento.
OBJETIVOS.
Objetivo General.
Determinar la asociacion de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A sIL-6R y
su importancia como factor pronostico en pacientes pediatricos con diagndstico
de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México Federico Gomez.
Objetivos Especificos.
1. Estandarizacién de la técnica PCR-RFLP para la daterminacion de los
polimorfismos -174 I1L-6 (G>C) y D358A slL-6R.
2. Determinar las frecuencias de los polimorfismos genéticos en pacientes
con Neuroblastoma.
3. Determinar las frecuencias de los polimofismos genéticos en un grupo de
individuos sanos.
HIPOTESIS
Hipotesis verdadera.
Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 impactaran negativamente el
prondstico de los pacientes con Neuroblastoma, asociandose con falla a
tratamiento y recaida.

Hipotesis nula.

Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6 no se asociaran con la falla a
tratamiento o recaida, y mal pronostico en pacientes con Neuroblastoma.
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METODOS:
Tipo de Estudio
1. De cohorte
2. Descriptivo
3. Prospectivo
Disefo
Definicion Del Universo.

Pacientes pediatricos con Neuroblastoma que sean diagnésticados y tratados en
el Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Criterios de Inclusion.

e Pacientes pediatricos con diagndéstico de Neuroblastoma.

» Pacientes sin ningun tratamiento previo.

* Que acepten participar en el estudio previa firma de consentimiento
informado y/o asentimiento (Anexol).

Criterios de Exclusion:

* Inmunodeficiencias congénitas o adquiridas.

Criterios de Eliminacién:

* Muestra insuficiente (cuando la cantidad de DNA no permita la realizacién
de todas las pruebas necesarias para el estudio) y no sea posible obtener
nueva muestra.

» [Falta de datos del expediente clinico.

e Abandono temprano de tratamiento.

Métodos de Seleccion de la Muestra.
Mediante la revisién del censo de paciente pediatricos del servicio de Oncologia

Pediatrica del Hospital Infantil de México, Federico Gémez, que hayan sido
diagnosticados y tratados por Neuroblastoma en el mismo hospital.
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MATERIAL Y METODOS

1) Diagnéstico Neuroblastoma

El diagndstico de Neuroblastoma estd basado en los hallazgos histopatolégicos
en biopsias de tumor y morfolégicos en médula Osea. Esta parte se hizo de
acuerdo con los procedimientos establecidos en el instituto.

2) Obtencion de las muestras

a) Sangre Periférica. Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas por
puncién venosa (previo consentimiento y/o asentimiento informado), como
parte de las pruebas requeridas para el diagnéstico de los pacientes,
teniendo la precaucién de hacerlo antes de que el paciente haya sido
transfundido o de que hayan pasado al menos 3 meses desde la Ultima
transfusion. No se realizé una punciéon exclusivamente para el protocolo.

3) Metodologia Experimental

Andlisis de los polimorfismos genéticos de -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6R
Extraccion de ADN:

El ADN se obtuvo por el método de columna de acuerdo a las instrucciones de la
casa comercial (Qiagen, QlAamp DNA blood, midi kit). En resumen, las células
se lisaron incubandolas con solucién de lisis, el producto de la lisis se incubo con
proteinasa K (200ug/uL). Posteriormente se adiciono etanol absoluto volumen a
volumen, se homogeneizo y se paso a través de la columna, se realizaron dos
lavados con las soluciones “AW1” y “AW2". Finalmente se coloco la solucién de
elusion en la columna y por centrifugacion se obtuvo el DNA el cual fue
almacenado a -20°C hasta ser utilizado para la genotipificacion.

Estandarizacién de la técnica de PCR-RFLP

Para la estandarizacion de la técnica se utilizo un grupo de muestras de
individuos sanos voluntarios de entre 4 y 15 afos de edad. Se realizaron curvas
de concentracion de MgCl,, oligonucleétidos, dNTP’s y taq polimerasa, ademas
de curvas de temperatura de alineamiento tomando en cuenta la Tm de los
iniciadores de cada uno de los genes a analizar. Para la restriccion enzimatica
se realizaron curvas de concentracion de enzima de restriccién y tiempo de
digestion.

Genaotipificacion del gen IL-6 y RIL-6
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La identificacién de estos polimorfismos se realizO mediante metodologias de
PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism)

Estos andlisis utilizaron pares de iniciadores que incluyen secuencias intrénicas
y exolnicas para asegurar la amplificacion de cada uno de los genes a estudiar y
no de un pseudogen Tabla 1.

Polimorfismo Secuencia de Iniciador Producto de amplificacion

F: 5 ATG CCA AGT GCT GAG TCACTA 3’
R: 5 TCG AGG GCAGAATGAGCCTC3Z
F: 5 GGC GCT CAG AAACCCTGAGCT 3

D358A sIL-6R R:5'TGT GTG TGT TGT GGT GTG TGC 3’ 524 pb

Tabla 1: Secuencias de los iniciadores

-174 IL-6 (G>C)

305 pb

El DNA gendmico se amplifico con los oligonucleétidos especificos para cada
uno de los genes, dNTP’s, regulador 1X (20 mM Tris-HCI, 2 mM MgSO04) y Taq
ADN polimerasa. El producto de PCR se visualizo en un gel de agarosa al 2%
tefido con Bromuro de Etidio. Después de la amplificacion se realiz6 una
restriccion enzimatica del producto de PCR mediante una endonucleasa de
restriccidon especifica para cada polimorfismo a estudiar.

Durante la estandarizacion de las técnicas de PCR se identificaron muestras de
pacientes positivos para cada uno de los polimorfismos y estos fueron utilizados
como controles en la genotipificacion.

Recursos Humanos

» 1 Investigador principal
e 1 Asesores clinicos
e 2 Asesor metodoldgicos

Recursos Materiales
* Computadora con Word y Excel

* Programa estadistico
e Impresora

¢ |nternet
e Libros, articulos
* Papeleria

» Expedientes clinicos
» Kits de extraccién de AND y genoatipificacion

19



CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio sera realizado de conformidad con los principios que establece la
182 Asamblea Médica Mundial (Helsinki, 1964) y todas las modificaciones aplicables
establecidas por las Asambleas Médicas Mundiales y los lineamientos ICH para la
Buena Practica Clinica (GCP), asi como al reglamento de la Ley General de Salud
en materia de Investigacién para la Salud.

Es un estudio con riesgo minimo debido a que en una sola ocasién se tomaran 2 o 3
ml de sangre periférica de pacientes pediatricos con diagnéstico de Neuroblastoma.
Esta toma no altera el tratamiento. Ademas dichas muestras seran obtenidas de los
sobrantes de las muestras utilizadas para las pruebas rutinarias como parte del
diagndstico y seguimiento de la enfermedad del paciente, es decir no se realizara
una toma de muestra exclusivamente para el desarrollo del protocolo.

La participacion en este protocolo es voluntaria, por lo que se entregara a los padres
la carta de consentimiento informado en donde estaran contenidos de manera
explicita y en lenguaje sencillo el objetivo del estudio, la metodologia de la
investigacion y la confidencialidad de los resultados. Cada uno de los pacientes que
se incluyan en el estudio deberdn contar con la carta de consentimiento informado,
firmado previamente por padre o tutor, y ademas la carta de asentimiento en
aguellos pacientes mayores de 8 afios. (Ver anexo 1y 2).

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizo estadistica edscriptiva realizando calculo de frecuencias de caracteriticas
clinicas, genotipos y por alelo para cada polimorfismos.
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DEFINICION DE VARIABLE

Variable dependiente:

Neuroblastoma

Variable independiente:

Genotipo de los SNP analizados para cada citocina ( -174 IL-6 (G>C) ,

D358A IL-6R)

Variables confusoras

Demogréaficas:

Edad del paciente

Sexo

Nivel socioeconémico.

DEFINICION CONCEPTUAL:

Neuroblastoma. Es un tumor maligno extracraneal derivado de las células
primordiales de la cresta neural.

Genotipo: Informacion de caracteristicas genéticas que tenemos los seres
humanos. Formado para cada gen por dos alelos (silvestre y variante).

Edad: Termino que se utiliza para hacer mencion al tiempo que ha vivido un
ser vivo desde su nacimiento.

Sexo: Se refiere a las caracteristicas bioldgicas que definen a un ser humano
como hombre o mujer.

DEFINICION OPERACIONAL:

El Neuroblastoma estard determinado por caracteristicas clinicas e
histopatologicas.

El genotipo ser4d determinado mediante PCR-RFLP, se obtendri tres
categorias. Homocigoto silvestre, Heterocigoto y Homocigoto.

Edad: Numero de afios cumplidos

Sexo: Hombre o Mujer

TIPO DE VARIABLE:
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* Neuroblastoma: Es una variable cualitativa nominal dicotomica.

» Escala de medicion: Si o No.

* Genotipo: Es una variable cualitativa nominal policotomica.
ESCALA DE MEDICION:

» Categorica (Homocigoto silvestre, Heterocigoto y Homocigoto variable)

Edad: Es una variable cuantitativa discreta.

Escala de medicion: meses

Sexo: Es una variable cualitativa nominal dicotémica.

Escala de medicion : categorica (Hombre o mujer)
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RESULTADOS:

Para la estandarizacién de la Técnica PCR-RFLP para el SNP-174(G>C) del gen
IL-6, se hicieron curvas de temperatura de alineamiento, tomando en cuenta la
temperatura medio de los iniciadores, se probaron las siguientes temperaturas
56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C y 65°C. La temperatura
optima de alineamiento fue de 64 °C en donde se obtuvo un producto
amplificacion sin bandas inespecificas. Las condiciones de amplificacién fueron
las siguientes (tabla 2):

Desnaturalizacién inicial 950C | 3minutos

35 ciclos 950C 60 seg
640C 60 seg
720C 60 seg

Extension final 720C 8 min
Producto de PCR 305 pb

Para la estandarizacién de la Técnica PCR-RFLP para el SNP de D358A del gen
IL-6R, se hicieron curvas de temperatura de alineamiento, tomando en cuenta la
temperatura medio de los iniciadores, se probaron las siguientes temperaturas
56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C y 65°C. La temperatura
optima de alineamiento fue de 65 °C en donde se obtuvo un producto
amplificacion sin bandas inespecificas. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes (tabla 3):

Desnaturalizacién inicial = 950C  3minutos

35 ciclos 950C 60 seg
650C 60 seg
720C 60 seg

Extension final 720C 8min
Producto de PCR 524 pb
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En la figura 1 se observa una electroforesis con los productos de PCR para
ambos genes IL-6 y IL-6R. En la figura 2 se observa la digestién del producto de
PCR del gen IL-6 con la enzima de restriccion Nla lll, para la determinacién del
genotipo del SNP -174 G>C. En la figura 3 se presenta el gel de exlexctroforesis
de la restriccion del producto de PCR del gen IL-6R con la enzima Hind Il para
la determinacion del genotipo D358A.

Figura 1 : Se muestran productos de PCR para el gen IL-6 de 305 pares de bases (carril 1 al 5) y productos de PCR para
el gen IL-6R de 524 pares de bases (carril 6 al 11).
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Figura 2: Se muestran la digestion del gen IL-6 con la enzima Nla Il para la determinacién del SNP -174 IL-6 (G>C), se
observa el genotipo GG en el carril 1 (230 pb, 75 pb), genotipo GC en el carril 2 (230 pb, 121 pb y 75 pb) y el genotipo
CC en el carril 3 (121 pby 75 pb).

Figura 3: Se muestran la digestion del gen IL-6R con la enzima Hind Il para la determinacion del SNP D358A IL-6R, se
observa el genotipo AA en el carril 1 (413 pb, 111 pb), genotipo AC en el carril 2 (413 pb, 231 pb, 184 pby 111 pb) y el
genotipo CC en el carril 3 (231 pb, 182pb y 111 pb).
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GENOTIPIFICACION DE LOS PACIENTES

El genotipo del gen IL-6 (SNP -174 (G>C)), hasta el momento ha sido
determinado en 8 pacientes con Neuroblastoma y 18 pacientes sanos. (Figura 1

y2).:

* EIl genotipo homocigoto silvestre (GG) se encontré en cuatro pacientes
(50%) con Neuroblastoma y en 4 pacientes sanos (22.2%). El genotipo
heterocigoto (GC) se encontrd en 4 pacientes con Neuroblastoma (50%) y
en 6 de los pacientes sanos (33.3%). EI genotipo homocigoto variante
(CC) no se encontrd en pacientes enfermos y se observo en 8 individuos
sanos (44.5%). (figura 1,2 y Tabla 4).

» Las frecuencias alélicas en pacientes con Neuroblastoma fue del 75%
para el alelo G y 25% para el alelo C. En los pacientes sanos las
frecuencias alélicas fue del 38.9% para el alelo G y 61.1% para el alelo C.
(figura 2 y Tabla 5).

Tabla 4: Frecuencias por genotipo del SNP -174 (G>C) del gen IL-6.

Frecuencias por genotipo para el SNP -174 (G>C) del gen IL-6

Genotipo Numero de Frecuencia % Individuos sanos  Frecuencia %
pacientes n=8 n=18
GG 4 50 % 4 22.2%
GC 4 50 % 6 33.3%
cC 0 0 8 44.5 %

Tabla 5: Frecuencias por alelo del SNP -174 (G>C) del gen IL-6.

Frecuencias alélicas para el SNP -174 (G>C) del gen IL-6

Alelo Numero de Frecuencia % Individuos sanos Frecuencia %
alelos n=16 n=36
G 12 75 % 14 38.9%
C 4 25 % 22 61.1%
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El genotipo del gen IL-6R (SNP D358A), hasta el momento ha sido determinado
en 8 pacientes con Neuroblastoma y 18 pacientes sanos. (Figura 1y 3).

* EIl genotipo homocigoto silvestre (AA) no se encontrd en pacientes con
Neuroblastoma y se encontr6 en 9 pacientes sanos (50%). El genotipo
heterocigoto (AC) se encontrd en 5 pacientes con Neuroblastoma (62.5%)
y en 8 de los pacientes sanos (44.4%). EI genotipo homocigoto variante
(CC) se encontré en 3 pacientes enfermos (37.5%) y se observo en 1
individuo sano (5.6%). (figura 3y Tabla 6).

e Las frecuencias alélicas en pacientes con Neuroblastoma fue del 31.25%
para el alelo A y 68.75% para el alelo C. En los pacientes sanos la

frecuencia alélica fue del 72.2% para el alelo Ay 27.8% para el alelo C.
(figura 3y Tabla 7)

Tabla 6: Frecuencias por genotipo del SNP D358A del gen IL-6R.

Frecuencias por genotipo para el SNP D358A del gen IL-6R

Genotipo Numero de Frecuencia % Individuos sanos  Frecuencia %
pacientes n=8 n=18
AA 0 0 9 50%
AC 5 62.5% 8 44.4%
cC 3 37.5% 1 5.6 %

Tabla 7: Frecuencias por alelo del SNP D358A del gen IL-6R.

Frecuencias alélicas para SNP D358A del gen IL-6R

Alelo Numero de Frecuencia % Individuos sanos = Frecuencia %
alelos n=16 n=36
A 5 31.25% 26 72.2%
C 11 68.75% 10 27.8%
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Tabla 8: Descripcion de la poblacion de estudio.

FACTOR n (%)
EDAD
<18 meses 3 (37.5%)
>18 meses 5 (62.5%)
GENERO
Masculino 1 (12.5%)
Femenino 7 (87.5%)
ESTADIO INSS (ver anexo 3)
ESTADIO 1 2 (25%)
ESTADIO 2 0
ESTADIO 3 2 (25%)
ESTADIO 4 4 (50%)
ESTADIO 4s 0
HISTOLOGIA
Favorable 3 (37.5%)
Desfavorable 4 (50%)
No se sabe 1 (12.5%)
PROTOCOLO
Riesgo Bajo 2 (25%)
Riesgo Intermedio 2 (25%)
Alto Riesgo 4 (50%)
TRATAMIENTO ACTUAL
Neoadyuvancia 2 (25%)
Adyuvancia 2 (25%)
Vigilancia 3 (37.5%)
Post TCPH 1 (12.5%)
SX PARANEOPLASICOS
Presente 2 (25%)
Auscente 6 (75%)
ESTADO ACTUAL
Vivo sin enfermedad. 3 (37.5%)
Vivo con enfermedad. 5 (62.5%)
Muerto con enfermedad. 0
Muerto por progresion. 0

Descripcién de la Poblacion.

Entre diciembre de 2014 y enero del 2016 se reclutaron un total de 8 pacientes,
de los cuales 7 fueron femeninos (87.5%) y 1 fue masculino (12.5%).

Los diagnésticos incluyeron 4 casos (50%) de Neuroblastoma en protocolo de
Alto riesgo, 2 casos de Neuroblastoma de Riesgo intermedio (25%) y 2 casos de
muy bajo riesgo (25%). (Tabla 8)

El rango de edad al diagnéstico fue de 10 meses a 9 afios 2 meses con una
mediana 38.2 meses (3 aflos 1 mes), de los cuales se encontraron 3 pacientes
(37.5%) menores de 18 meses y 5 pacientes (62.5%) mayores 18 meses. (tabla
8)

En el Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) se emplea un

esquema de quimioterapia basado en los esquemas del POG 8104 y 8441, para
etapas 1-2 y 3-4 respectivamente.
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Los pacientes que recibieron el protocolo de alto riesgo (50%), un caso recibo
consolidacion con transplante autologo de células progenitoras hematopoyética,
actualmente en mantenimiento con 13-cis acido transretinoico, 1 caso presento
respuesta completa posterior a reseccion completa del primario y a 3 ciclos de
quimioterapia adyuvante; 2 casos contindan es tratamiento neoadyuvante, de los
cuales uno se encuentra con enfermedad estable y el otro caso aun no se ha
evaluado respuesta. En 3 de los casos la histologia del Neuroblastomas fue
desvaforable, sélo en 1 caso no se reporto la histologia. La edad al diagnéstico
fue de un rango de 4 afios 4 meses a 9 aflos 4 meses, con una media de 4 afios
8 meses (58 meses).

Pacientes con riesgo intermedio representan el 25% de los casos, uno caso se
encuentra en vigilancia desde agosto del 2015, el otro caso se encuentra con
respuesta completa posterior a 3 ciclos de adyuvancia. La edad al diagnostico
fue de 10 a 32 meses con una media de 3 afios 6 meses. Con histologia
desfavorable por tener neuroblastoma en diferenciacion con MKI moderado y el
otro caso con histologia favorable por tener menos de 1.5 afios en
diferenciacion con MKI bajo.

Los casos de neuroblastoma de muy bajo riesgo representan el 25%, los dos
casos se encuentran en vigilancia posterior a resecciéon completa de primario,
ambos casos al diagndstico presentaron asociacion con sindrome de Kinsboure,
su histologia fue de Neuroblastomas diferenciado y en diferenciacion con indice
de mitosis y cariorrexis bajo, lo que les confiere una histologia favorable, segun
la Clasificacion internacional de patologia para Neuroblastoma (INPC) (Ver
anexo 4). Estos casos recibieron manejo para el sindrome paraneoplasico con
gammaglobulina, dexamentasona y ciclofosfamida. La edad de presentacion al
diagnostico de 12 y 20 meses, con una media de 16 meses al diagndstico.

La estatificacion de los pacientes se realizé basandose en en la evaluacion
clinica, radiografica y quirdrgica. Los 3 factores prénosticos clinicos principales
son la edad al diagnoéstico, es estadio de la enfermedad y la histologia. Los
estadios que se encontraron en nuestra poblacion fueron 4 casos (50%) con
Estadio 4 del INSS (ver anexo 3), Estadio 3 con 2 casos (25%) y Estadio 1 con
2 casos (25%).
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DISCUSION:

Estudios previos han mostrado asociacion del SNP -174 (G>C) como factor
pronostico en pacientes con Neuroblastoma. En nuestro estudio los pacientes
analizados presentaron alta frecuencia de alelo G (75%) el cual ha sido asociado con
mal pronostico, niveles elevados de IL-6 en suero, y progresion del Neuroblastoma.
Al analizar esta frecuencia con los estadios de cada paciente no se observo una
diferencia marcada entre el genotipo de -174 (G>C) y la estadificacion de riesgo
(alto, intermedio y bajo riesgo) ya que todos los pacientes presentaron al menos un
alelo G, sin embargo es importante mencionar que ninguno de los pacientes
analizados presento el genotipo CC el cual ha sido asociado con mejor pronostico,
mejores tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Es
importante mencionar que no contamos con las pruebas moleculares (amplificacion
de N-Myc) necesarias para la estadificacion por lo que en nuestro instituto la
determinacion del pronostico se establece en relacion a los factores clinicos e
histopatologicos.

Por otro lado al analizar las frecuencias de genotipos para el SNP-174 (G>C) de las
pacientes con neuroblastoma en comparacion con individuos sanos utilizados para la
estandarizacién de la tecnica se encontr6 una marcada diferencia entre la frecuencia
por genotipo para este SNP, 50% de los pacientes con Neuroblastoma presentaron
el genotipo GG en comparacion con 22.2% en poblacion sana, la frecuencia para
este genotipo concuerda con la reportada por Lagmay y cols (57.3% para GG) en un
estudio realizado en 96 pacientes con Neuroblastoma. Ademas en la cohorte de
pacientes analizada no encontramos genotipo CC y en la poblacion sana la
frecuencia fue de 44.5% para CC. Esta relacion se observo claramente en el
analisis de frecuencias por alelo ya que los pacientes con Neuroblastoma
presentaron una frecuencia de 75% para el alelo G en compracion con los
individuos sanos en los que se presento una frecuencia del 38.9%, estos nos indica
gue este puede ser un posible biomarcador de riesgo a Neuroblastoma en poblacién
mexicana.

En el caso del SNP D358A del gen IL-6R, en el cual la variante C ha sido asociada
con niveles elevados en suero del receptor para IL-6 y mal pronostico en pacientes
con diversos tipos de cancer. En nuestro caso no se observo una diferencia marcada
entre el genotipo y la estratificacion del riesgo ya que todos los pacientes
presentaron al menos un alelo C, esto puede deberse a que de la misma manera
que lo explicado para el SNP -174 G>C no se cuentan con las herramientas
moleculares establecidas para la determinacion del riesgo, en este caso la
estadificacion se baso en caracteriticas de edad y etapa clinica del tumor. Las
frecuencias reportadas previamente por Lagmay y cols. en pacientes con
Neuroblastoma no concuerdan con las reportadas en este estudio, estas diferencias
son debidas al tipo de poblacion y tamafio de muestra. Este mismo autor no reporto
asociacion entre el SNP D358A IL-6R y el Neuroblastoma de alto riesgo, progresion
de la enfermedad y sobrevida. Sin embargo en nuestro caso las frecuencias alelicas
mostraron una clara tendencia ya que el alelo C fue mas frecuente (68.75%) en
pacientes con Neuroblastoma en comparacion con la poblacion de individuos sanos
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analizada (27.8%), lo que nos indica que el alelo C puede ser un posible
biomarcador de riesgo a neuroblastoma en esta poblacion.

El presente es el primer estudio en analizar frecuencias de estos SNP’s en poblacién
mexicana, con los resultados de las frecuencias por genotipo y alelo para cada
polimorfismo analizado tanto en los pacientes con Neuroblastoma y un grupo de
pacientes sanos se muestran diferencias marcadas, que pueden ser importantes en
el desarrollo y progresién de la enfermedad por lo cual es necesario continuar con el
analisis de los polimorfismos D358A y -174 G>C en poblacion mexicana con
Neuroblastoma incluyendo una mayor cantidad de pacientes, ademas de analizar
los niveles de IL-6 y IL-6R en suero, asi como comparar dichos resultados con los
factores de riesgo establecidos en los criterios internacionales como es la
amplificacion del N-Myc, para poder establecer el papel pronostico de estos
polimorfismos.

CONCLUSIONES:
» Se estandarizaron las condiciones metodoldgicas necesarias para la
genotipificacion de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6R.

» Elalelo G del SNP -174 IL-6 (G>C) se presento con mayor frecuencia en
pacientes con Neuroblastoma que en individuos sanos.

 El alelo C del SNP D358A IL-6R se presento con mayor frecuencia en
pacientes con Neuroblastoma que en individuos sanos.

* Probablemente el alelo G del SNP 174 IL-6 (G>C) y el alelo C del SNP
D358A IL-6R pueden tener un rol importante en el desarrollo y progresion
del Neuroblastoma, como posibles biomarcadores de mal pronostico.

* Es necesario incluir un mayor cantidad de pacientes para determinar el
impacto pronostico de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A IL-6R.
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LIMITACION DEL ESTUDIO:
Tiempo de seguimiento para evaluar las sobrevida libre de evento y enfermedad.

Incidencia de la enfermedad es baja, y ademas que existe regresion espontanea en
algunos casos que pueden no detectarse clinicamente en edades tempranas.

En la mayor parte del pais, como en el HIMFG no contamos con la determinacion del
N-MYC en el tejido de Neuroblastoma por lo tanto hasta este momento no se pueden
estandarizar los factores pronosticos como en centros que tratan niflos con céncer
en otros paises.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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ANEXOS.

1. CARTA DE CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

DE INVESTIGACION.

TITULO DEL ESTUDIO:

“Asociacién de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A sIL-6R en pacientes pediatricos con
diagnostico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México Federico Gémez”

Nombre del paciente

Nombre del tutor

Después de haber sido debidamente informado(a) sobre el objetivo del estudio y de haberme
enterado que el estudio no implica riesgo para mi hijo(a), he decidido aceptar voluntariamente la
participacién de mi hijo(a) en este proyecto.

Al aceptar por escrito la participacion de su hijo(a), queda en el entendido que:

La participacién de su hijo(a) es completamente voluntaria.

No se altera en ninguna forma el tratamiento de su hijo(a).

Existe riesgo minimo, ya que al momento de la obtencion de la muestra de sangre de su
hijo(a), se le realizard un piquete en el brazo de su hijo(a) y puede sentir un poco de
dolor al introducir la aguja y surgir o no un moretén en el brazo de su hijo(a).

Los estudios realizados en esta investigacion NO tendran ningln costo para el paciente.

Se tomara 1 ml de sangre (aproximadamente 1 cucharadita) de los tubos utilizados para
sus pruebas rutinarias.

Se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su persona.

En cualquier momento puedo retirar a su hijo(a) del estudio sin que esto afecte su
tratamiento.

Su hijo (a) podra tener o no un beneficio directo y ayudar mas adelante a los nifios que
tengan esta enfermedad.

Usted tendrd acceso a la informacidn y/o resultados que se obtengan sobre su hijo (a)
como parte del estudio principal y esta informacién sera proporcionada por el
investigador.

En caso de que usted tenga alguna duda relacionada al estudio, usted puede
preguntarla a los investigadores.

Los resultados obtenidos de este estudio podran ser publicados a nivel nacional e
internacional, manteniendo siempre la confidencialidad del paciente.

En el caso que tuviese cualquier duda, pregunta o queja relacionada a la conduccién de este
estudio, puedo discutirlo con los investigadores el Dr. Luis Enrique Juarez Villegas y la Dra.
Gabriela Hernandez Pliego. Que se encuentran en el teléfono 52 28 9917 en la ext. 4205 vy
4204 respectivamente.
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Ante dos testigos y el investigador principal, firmo o imprimo mi huella dactilar como constancia
de mi aceptacion voluntaria en la participacion de mi hijo(a) en este estudio, el dia del
mes de del 2016 en la Ciudad de México.

Firma o huella dactilar del padre o tutor

Testigo 1
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Testigo 2
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Investigador Investigador
Dr. Luis Enrique Juarez Villegas Dra. Gabriela Hernandez Pliego

2. CARTA DE ASENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION.

TITULO DEL ESTUDIO:

“Asociacion de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y D358A slIL-6R en pacientes pediatricos con
diagnéstico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México Federico Gémez”

Nombre del paciente: Edad:

Te estamos invitando a participar en este estudio de investigacién médica que se realiza en el
Hospital Infantil de México Federico-Gomez.

Objetivo:
El estudio tiene como objetivo analizar tu material genético y asociarlo con el resultado del
tratamiento que te realizaran.

Justificacion:
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El Neuroblastoma en un tumor que afecta a nifios y tienen caracteristicas muy diversas, en
algunos casos se cura facilmente y en otros casos puede ser dificil su tratamiento el cual puede
no funcionar.

Debido a que algunos genes que se encuentran en tus células pueden estar relacionados con el
desarrollo y metastasis del tumor (que las células malas lleguen a otras zonas de tu cuerpo). Es
por ello que la informacién que se obtenga como resultado de este estudio dara informacién que
podrd ayudar a clasificar mejor a los pacientes y lograr en un futuro una mejor opcion de
tratamiento.

Eres candidato a participar en este estudio, tu participacion es completamente voluntaria y debe
ser autorizada por tus padres o tutores y por ti.

Siéntete con absoluta libertad y confianza de hacer las preguntas que desees para aclarar tus
dudas al respecto.

CARTA DE ASENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION.

TITULO DEL ESTUDIO:

“Identificacion de Biomarcadores Inmunolégicos y Moleculares como Factores de Riesgo en
Pacientes Pediatricos con Neuroblastoma”

Nombre del paciente: Edad:

Después de haber sido debidamente informado(a) sobre el objetivo del estudio y de haberme
enterado que el estudio no tiene riesgo para mi, he decidido aceptar voluntariamente participar
en este proyecto.
Al aceptar por escrito tu participacion, queda en el entendido que:
¢ No se altera en ninguna forma tu tratamiento.
« Existe riesgo minimo, ya que al momento de la obtencién de la muestra de sangre, se te
realizard un piquete y puedes sentir un poco de dolor al introducir la aguja y puede
surgir o no un moretén en tu brazo.

* Los estudios realizados en esta investigacion NO tendran ningun costo.

¢ Se tomaran 1 ml de sangre (aproximadamente 1 cucharadita) de los tubos utilizados
para tus pruebas rutinarias.

e Se mantendrd en secreto la informacion relacionada con tu persona.
« En cualquier momento puedes retirarte del estudio sin que esto afecte tu tratamiento.

* Puedes tener 0 no un beneficio directo y ayudar méas adelante a los nifios que tengan
esta enfermedad.

« Podras conocer los resultados que se obtengan como parte del estudio y esta
informacion te la daré el investigador.
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 En caso de que tengas alguna duda relacionada al estudio, puedes preguntarla a los
investigadores.

» Los resultados obtenidos de este estudio podran ser publicados a nivel nacional e
internacional, manteniendo siempre en secreto tus registros.

En caso que tengas cualquier duda, pregunta o queja relacionada con este estudio, puedes
discutirlo con el investigador principal el Dr. Luis Enrique Juarez Villegas y la Dra. Gabriela
Hernadndez Pliego Que se encuentran en el teléfono 52 28 9917 en la ext. 4205 y 4204
respectivamente.

Ante dos testigos y el investigador principal, firmo o imprimo mi huella dactilar como constancia
de mi aceptacion para participar voluntaria en este estudio, el dia del mes de
, 2016 en la Cd. de México.

Firma o huella dactilar del padre o tutor

Testigo 1
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Testigo 2
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Investigador Investigador
Dr. Luis Enrique Juarez Villegas Dra. Gabriela Hernandez Pliego
Anexo 3

La estadificacion de acuerdo con los criterios del INSS (1993)

Tumor localizado con escisién macroscépica completa, con enfermedad residual microscépica

o sin esta; ganglios linfaticos ipsilaterales representativos, microscépicamente negativos para
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el tumor (como los nédulos adheridos al tumor primario y extirpados junto con éste, pueden
ser positivos).

E2

Tumor localizado con escisién macroscépica incompleta; ganglios linfaticos ipsilaterales
representativos, negativos para el tumor microscépicamente.

E2B

Tumor localizado con escisién macroscépica completa o sin esta; ganglios linfaticos
ipsilaterales no adherentes, positivos para el tumor. Los ganglios linfaticos contralaterales
agrandados deben ser negativos microscdpicamente.

E3

Tumor irresecable unilateral, infiltrante mas alla de la linea media, con afectacion de los
ganglios linfaticos regionales o sin esta; o tumor unilateral localizado con compromiso de los
ganglios linfaticos regionales contralaterales; o tumor en la linea media con extensién bilateral
por infiltracién (irresecable) o por afectacidn del ganglio linfatico. La linea media esta
determinada por la columna vertebral. Los tumores que se originan en un lado y cruzan la
linea media deben infiltrase sobre esta o hacia el lado opuesto de la columna vertebral.

E4

Todo tumor primario con diseminacién a ganglios linfaticos distantes, huesos, la médula ésea,
higado, piel u otros 6rganos, con excepcién de lo definido para el estadio 4S.

E4S

Tumor primario localizado, como se define para el estadio 1, 2A o 2B, con diseminacién
limitada a la piel, el higado o la médula dsea (circunscrito a lactantes menores de un afio de
edad). La afectacién medular debe ser minima (o sea, <10% de células nucleadas totales
identificadas como malignas por biopsia de hueso o por aspirado de médula 6sea). Una
afectaciéon mas extensa de la médula 6sea se consideraria como enfermedad en estadio IV. Los
resultados de la exploracién con MBIG en caso de que se efecttie, deben ser negativos para la
enfermedad en la médula 6sea.

Anexo 4:

Clasificacion de la INPC de acuerdo con el método de Shimada

EDAD HISTOLOGIA FAVORABLE HISTOLOGIA
DESFAVORABLE
Cualquiera Ganglioneuroma
Ganglioneuroblastoma Ganglioneuroblastoma
nodular

Neuroblastoma
indiferenciado

< 1.5 afios NB con MKI bajo o NB pobremente con MKI
intermedio alto
1.5 - 5 afios NB con diferenciacion y NB pobremente con
MKI bajo cualquier MKI
NB con diferenciacion con
MKI alto
> 5 afios Neuroblastoma con
cualquier MKI
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