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1. RESUMEN

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

Antecedentes: El cancer pediatrico es considerada una enfermedad infrecuente, sin embargo
ha presentado aumento en su incidencia durante los Ultimos afios. El neuroblastoma el tumor
extracraneal sélido mas frecuente en la infancia, derivado de células de la cresta neural
representando el 7% del total del cdncer pediatrico en México. Es modelo de estudio por sus
caracteristicas moleculares, citogenéticas y bioldgicas, las cuales le confieren una presentacion
clinica diversa, relacionada directamente con su biologia. Las consideraciones prondsticoas en
el NB son: la histologia, edad al diagnéstico, estadio de la enfermedad, amplificacion del N-myc
e indice de DNA. Ademas de las anomalias citogenéticas y moleculares ampliamente
estudiadas en el NB, se ha descuberto un papel importante de la inflamacién crénica en la
presentacion del NB. Dentro del grupo de citocinas pro-inflamatorias, enfocaremos la atencion
de este trabajo en la IL-6, ya que esta se ha visto involucrada en multiples procesos biolégicos
como enfermedades del sistema inmune y en diversos tipos de céncer. La IL-6 se ha
relacionado con los efectos entre inmunidad innata y adquirida en los procesos inflamatorios,
se ha asociado a carcinogénesis por ser uno de los principales reguladores de la inflamacién
cronica. Se han encontrando niveles elevados de IL-6 en diversos tumores como NB ya que
promueve el desarrollo y la viabilidad de los neuroblastos por medio de sefializacion de las vias
STAT-3, Erk, por lo que ha sido relacionado con factor de mal pronéstico y severidad de la
enfermedad. Los SNP se definen como variaciones en la secuenciacién del genoma que
afectan a una sola base nitrogenada, se han identificado SNP implicados e diversos tipos de
cancer. Se han descrito previamente la existencia de algunos polimorfismos del gen de la IL-6.
Dentro de dichas variantes genéticas, el polimorfismo SNP -174 G>C dentro de la region
promotora del gen se ha relacionado con alteracidn en la respuesta a las citocinas y con la
presentacion clinica de algunos tumores, especialmente neuroblastoma. En poblacion
pediatrica se realizé una evaluacion de dicho polimorfismo en poblacién japonesa,
documentando que la variante con Citosina presenta un incremento significativo en la actividad
transcripcional del gen. El estudio del polimorfismo -174(G>C) del gen IL-6 no ha sido
estudiado en poblacion mexicana con diagnostico de neuroblastoma, por lo que el analisis de la
poblacion, la presencia de polimorfismos y su relacion con el grupo de riesgo de estos
pacientes toma relevancia al ver que en otras poblaciones latinas se encontré6 como un factor
de riesgo significativo.

Justificacién: Los polimorfismos -174 1L-6 (G>C) regulan la expresién de IL-6 los cuales
pueden estar asociados al resultado clinico en pacientes con NB. Sin embargo estudios previos
han tenido resultados contradictorios en cuanto al genotipo asociado; no se cuenta con
frecuencias reportadas de dichos SNP’s en poblacién mexicana. En el HIMFG tres cuartas
partes de los pacientes con NB presentan metastasis y los factores pronésticos se basan
hasta el momento en caracteristicas clinicas siendo importante analizar biomarcadores que
puedan serviri comof actores pronésticos y de estadificacién de riesgo.

Objetivo: Evaluar el polimorfismo -174 IL-6 (G>C) y los niveles de IL-6 en pacientes
pediatricos con diagnéstico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México

Hipotesis: Los alelos variantes de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) impactaran negativamente
el prondstico de los pacientes con Neuroblastoma, entonces se presentaran niveles altos de IL-
6 en la circulacion asocidndose con falla al tratamiento y recaida.

Material y métodos: Se obtuvieron muestras de sangre periférica de pacientes con
diagndstico de Neuroblastoma, se realizara la extraccion de ADN por método de columna y se
analizara los SNP’s -174 (G>C) de IL-6 por medio de RFLP vy los niveles séricos de IL-6 por
técnica de ELISA.

Plan de analisis: Se realizard un analisis descriptivo mediante la determinacién de
frecuencias.



Resultados: Se identifico el genotipo homocigoto silvestre (GG) en 12 pacientes (66.7%) con
Neuroblastoma y en 4 pacientes sanos (22.2%). El genotipo heterocigoto (GC) se encontré en
6 pacientes con Neuroblastoma (33.3%) y en 6 de los pacientes sanos (33.3%). El genotipo
homocigoto variante (CC) no se encontrd en pacientes enfermos y se observo en 8 individuos
sanos (44.5%). Las frecuencias alélicas en pacientes con Neuroblastoma para el alelo G fue de
83.3% y 16.7% 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. Para el andlisis de IL-6 en suero se eliminaron 4
muestras por considerarse muestra insuficiente. Se analizaron un total de 14 muestras de
sangre periférica de nifios sanos utilizados como controles, los niveles séricos de IL-6 en este
grupo control fueron indetectables. En los 14 pacientes con Neuroblastoma analizados los
niveles de IL-6 fueron de indetectables a 3,410 pg/mL.

Conclusiones: El alelo G del SNP -174 IL-6 (G>C) se present6 con mayor frecuencia en
pacientes con Neuroblastoma que en individuos sanos. Probablemente el alelo G del SNP 174
IL-6 (G>C) y los niveles séricos de IL-6 pueden tener un rol importante en el desarrollo y
progresién del Neuroblastoma, como posibles biomarcadores de mal prondstico. Es necesario
incluir un mayor cantidad de pacientes para determinar el impacto prondstico de los
polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y niveles de IL-6.

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



2.

INTRODUCCION

El cancer pediatrico es considerada una enfermedad infrecuente, sin

embargo ha presentado aumento en su incidencia durante los dltimos afios.
Actualmente el cancer representa la segunda causa de mortalidad en la
poblacién de 5 a 14 afios de edad a pesar del incremento en la supervivencia
global de estas enfermedades. Al dia de hoy se diagnostican aproximadamente
5,000 casos nuevos de cancer infantil en México cada afio.
De acuerdo a los datos epidemiolégicos reportados, las neoplasias
hematolégicas representan el tipo de cancer infantil mas frecuente en nuestro
medio. Dentro de las neoplasias sélidas los tumores del sistema nervioso
central ocupan el primer lugar de presentacion, siendo el neuroblastoma el
tumor extracraneal solido mas frecuente en la infancia.

El neuroblastoma (NB) es un tumor derivado de células de la cresta
neural representando el 7% del total del cancer pediatrico en México. Este
tumor, se ha convertido en un modelo de estudio relevante por sus
caracteristicas moleculares, citogenéticas y bioldgicas, las cuales le confieren
una presentacion clinica diversa, relacionada directamente con su biologia. Lo
anterior, ha permitido hacer del neuroblastoma un modelo de estudio donde las
caracteristicas moleculares y genéticas del tumor toman relevancia clinica y
prongéstica.

Las principales alteraciones citogenéticas y de genética molecular en NB son la
ploidia, amplificacién del gen N-myc, ganancia del brazo largo del cromosoma
17, delecién o pérdida alélica de brazo corto del cromosoma 1, pérdida del
brazo largo del cromosoma 11 y del cromosoma 2 y las alteraciones en la
expresion génica de receptores de neurotrofina.

Todas estas alteraciones participan de forma directa en el comportamiento de
la enfermedad, su prondstico y sus caracteristicas clinicas.

Ademas de las anomalias citogenéticas y moleculares ampliamente estudiadas
en el NB, se ha descuberto un papel importante de la inflamacién crénica en la
presentacion de este y otros canceres. El desarrollo y persistencia de la
inflamacion crénica se ve relacionada directamente con el equilibrio entre las

citocinas pro y anti-inflamatorias.



Se ha descrito en la literatura que las variantes en la secuencia genética de
algunos genes de interleucinas, llamados polimorfismos, se pueden relacionar
a cambios en la actividad o expresién de las citocinas. Asi mismo, estas
alteraciones en la expresion de proteinas y de las citocinas pueden provocar
cambios en el microambiente celular asociados a inflamacion crénica que
favorezcan la carcinogénesis y las condiciones de invasividad, metastasis y
respuesta al tratamiento de algunos canceres como el neuroblastoma. El
estudio de estas variantes genéticas, asociado a otros factores clinicos y de
riesgo permitira hacer uso de dichos polimorfismos como factores pronosticos,
gue permitan en un futuro dar tratamiento personalizado y dirigido, con una
estratificacion de riesgo de acuerdo a las caracteristicas biolégicas de cada

tumor.



3. ANTECEDENTES

3.1 CANCER EN PEDIATRIA, MEXICO Y EL MUNDO

El cancer se considera una enfermedad poco frecuente en la poblacion
infantil, en la literatura se reportan, 16,400 casos nuevos de cancer
anualmente en Estados Unidos @

En México se estima aproximadamente que se diagnostican de forma anual

entre 5y 6 mil casos nuevos @,

Aungue existe una variabilidad importante entre los diagndsticos, se estima uns
supervivencia global en México del 56%. La incidencia nacional, es de 9 casos
por cada 100 mil menores de 18 afios para la poblacibn que no cuenta
seguridad social ©.

Las enfermedades oncoldgicas son actualmente la principal causa de muerte
por enfermedad en la poblacion de entre 5y 14 afios de edad.

La mortalidad reportada actualmente en México alcanza por arriba de 2000
muertes por cancer en nifios de acuerdo a lo documentado en los ultimos 10

afios ¥,

Dentro de las enfermedades oncolégicas mas frecuentes, el
neuroblastoma representa el tumor extracraneal mas comuan de la infancia en
la poblacién de 0 a 14 afios de edad, representando el 7% del total. Solo
siendo superado por la leucemia aguda linfoblastica (25.4%) y los tumores del
sistema nervioso central (20.6%) ©.

Actualmente la supervivencia global en los nifios quienes padecen
cancer entre los 0 y 14 afos de edad, ha incrementado de forma exponencial
desde los afios 60’s de un 28 a un 80% documentado en el afio 2000 .

El entendimiento de la genética, los cambios gendémicos y la biologia
molecular que se ha logrado durante los ultimos afios, nos permite conocer y
entender los factores que predisponen al neuroblastoma.

Estudios de asociacion génica han descubierto genes que contribuyen a la
susceptibilidad para el desarrollo de NB. La secuenciacion genética completa
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del DNA del tumor al momento del diagndéstico ha revelado mutaciones
recurrentes en un numero bajo de genes. Haciendo énfasis en la regulacion
epigenética.

Esto hace del NB una enfermedad que ofrece un amplio campo para la
investigacion de dianas moleculares y genéticas que puedan relacionarse a la
evolucion clinica y pronéstica de los pacientes.

Por lo anterior, actualmente se han logrado identificar dianas especificas para
intervenciones terapéuticas dirigidas, existiendo un gran potencial para un

futuro abordaje personalizado en el manejo de la enfermedad®.
3.2 NEUROBLASTOMA

El neuroblastoma (NB) se considera el tumor sélido mas comuan y letal
de la infancia. Tiene dentro de sus caracteristicas una gran gama de
presentaciones clinicas y bioldgicas distintas®.

El NB es un tumor que se origina en las células primordiales de la cresta
neural (neuroblastos). Los neuroblastos son precursores de neuronas
postganglionares localizados en ganglios paravertebrales, sistema simpatico
paraganglionar y glandula suprarrenal ©.

Las células primitivas de la cresta neural migran durante el desarrollo fetal, lo
cual explica los mudltiples sitios anatdbmicos donde se presenta este tumor,

variando su localizacién y presentacion clinica ©.

Los patrones de expresion génica permiten clasificar al NB en subgrupos con
diferente comportamiento clinico. Algunos marcadores genéticos representan
en el NB predictores de respuesta al tratamiento.

El NB es el modelo en el que el analisis génico y biolégico da informacion que
ha generado un manejo individualizado de la enfermedad, logrando reducir la
toxicidad a largo plazo y buscar terapias dirigidas para cada paciente®.
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3.3 EPIDEMIOLOGIA

El NB representa el tumor sélido extracraneal mas comdn en pediatria,
representando del 7-8% de las neoplasias infantiles®.

La prevalencia es de 1 caso por cada 7000 nacidos vivos; con una
incidencia total de 800 casos por afio en EUA. Su incidencia es de 9.7 casos
por millén/afio en la raza blanca y de 6.8 casos por millén/afio en la raza negra
en menores de 15 afios. La relacién hombre mujer 1.1:1 8919,

La edad media de presentacion es a los 9 meses; y un 89% de los casos se
diagnostican antes de los 5 afios de edad. La incidencia mundial es similar
especialmente en paises industrializados © °9.

En México el Neuroblastoma representa el 2.4% de todos los canceres
registrados en poblacién pediatrica en elpa’s de acuerdo a lo registrado enla
base de datos del Seguro Popular V.

En el Hospital Infantil de México Federico Gomez, se realizd una revision sobre
la supervivencia y caracteristicas clinicas de los pacientes con neurobalstoma
del 2002 al 2011, encontrando 64 casos, de los cuales el 75% se presentd

como enfermedad metastésica al diagnéstico 2.
3.4 GENETICA

La causa de NB es desconocida. No existe evidencia de factores de
exposicién ambientales ni alguna asociacién estudiada y demostrada de forma
directa con otro tipo de exposiciones pre o post-natales con drogas, quimicos,
virus o radiacibn. Tampoco se conocen factores protectores, han sido
estudiados uso de vitaminas maternas, infecciones en la infancia temprana y
alergias entre otros®.

Se ha observado el riesgo incrementado de NB asociado a alteraciones
congénitas cardiacas y en especial las urogenitales. Se ha obervado casos

familiares hasta en un 1-2% 9,
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3.5 PATOGENESIS MOLECULAR

Las mutaciones germinales de ALK o PHOX2B predisponen al desarrollo
de NB con alta penetrancia. Por lo que se consideran genes conductores para
el desarrollo de NB.

En otros pacientes la herencia de variantes de DNA comunes se asocian a
riesgo incrementado para NB. La gran mayoria de los nifios no presentan un
predisposicion genética fuerte o historia familiar de NB®.

El inicio del tumor en estos casos es por cambios gendémicos adquiridos
somaticamente. Se ha visto en estudios recientes que existe ausencia relativa
de recurrencia en los genes mutados por lo tanto se considera que existe un
importante rol en la regulacién epigenética de la expresion génica en el inicio y

progresion del NB® ),

3.5.1 PATRONES DE CAMBIOS GENOMICOS SOMATICOS

Estudios de cariotipo han demostrado que la mayoria de los NB son
aneuploides y que presentan alteraciones que incluyen amplificaciones
genOmicas. Muchos de los sitios ya identificados que presentan estas
alteraciones, confieren un valor pronéstico y se utilizan en muchos grupos de
estudio dentro de sus clasificaciones de riesgo y para la planeacion del
tratamiento® .

Toda la informacion que se ha acumulado de la gendmica y biologia del NB ha
generado un modelo evolucionario que propone que todos los NB vienen de un
precursor comun®.

Pero que diferentes tipos de inestabilidad gendmica llevan a diferentes
patrones y diferentes alteraciones y por lo tanto, a comportamientos clinicos
diferentes.

El modelo, predice que hay 2 subtipos principales de NB que son

biolégicamente diferentes *°1617:18).
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Tabla 1. Subtipos de modelos biolégicos de NB.

TIPO 1

TIPO 2

» Ganancia y pérdida de
cromosomas
completos.

» Pocas o0 ninguna
alteracion
cromosomica.

» Segregacion mitética
defectuosa, sus
mecanismos se
desconocen.

» Expresan altos niveles
de TrkA (receptor de
tirosin-cinasa).

* Propensos a la
apoptosis dependiente
de factor de
crecimiento neural
(NGF).

* Caracteristicas
biolégicas y clinicas
favorables, con
excelente pronéstico.

* Estadio bajo al
diagnéstico.

» Edad promedio al
diagnéstico <18
meses.

 Se caracterizan por ser
hiperdiploides. La
presencia de
hiperdiploidia en

Alteraciones cromosdmicas segmentarias, por

deleciones desbalanceadas o translocaciones.

Pueden tener o no cambios en cromosomas

completos.

Se suelen encontrar de forma recurrente en el

1p, 1q, 3p,119,14q9,17q.

Cariotipo casi diploide o tetraploide

2A

2B

Con deleciones en el
3p, 119

No presenten
amplificacion del N-
MYC ni deleciones en
el 1p.

* Se considera el
subtipo més agresivo.

* Presenta amplificacion
del oncogén N-MYC.

» Se acompaiia de
delecion 1py
alteraciones
segmentarias, no
perdida del 119 o 3p.

* Frecuentemente
presenta ganancia
desbalanceada para
17q.

* Expresar receptor
TRKB + ligando factor
neurotrofico cerebral
(BDNF), que activa la
via autocrina de
supervivencia del
tumor, por lo que le da
una ventaja bioldgica

selectiva.
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menores de 18 meses
sigue siendo un
biomarcador de buen
pronadstico, siendo
altamente predictivo de
buen prondstico.

* No tienen amplificacion
del gen N-MYC o

ningun otro especifico.

La identificacion de alteraciones cromosomicas al diagndstico son prondsticas
y podrian integrarse junto con factores clinicos para refinar la clasificacion de
riesgo de NB.

Existen algunas condiciones moleculares y genéticas especificas que deben

considerarse:

3.5.2 ONCOGENES PROMOTORES EN NEUROBLASTOMA

Los NB tienen cariotipos diploides y son mas frecuentes en nifios
mayores y con caracteristicas de mal prondstico. Los tumores localizados con
cariotipos triplioides o hiperdiploides se asocian a factores de buen prondstico
(13.1920) ) 5 amplificacion del N-MYC se asocia a estadios avanzados de la

enfermedad y mal pronéstico®®V.

a) N-MYC

El oncogén N-MYC es de la familia de proto-oncogenes MYC, que codifica
para factores de transcripcion que regulan la expresion de aproximadamente el
15% de los genes humanos, por lo que su sobreexpresion impacta de forma
importante el comportamiento celular.

Los cariotipos de NB revelan marcas citogenéticas de amplificaciones a las que
se han nombrados cromosomas doble minuto o regiones de marcaje

homogéneo ©19).
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Scwhab y colaboradores fueron los primeros en descubrir que el oncogén
MYCN es el producto de la amplificacién del gen MYC 223,

Brodeur y Seeger demostraron que la amplificacién del MYC-N se observa en
estadios avanzados de la enfermedad, considerandose actualmente un factor
de mal prondstico y alto riesgo. Se asocia de forma independiente con mal
prondstico incluso en pacientes que por lo demés se considerarian de buen

prondstico o con caracteristicas favorables 9.

Actualmente el estado del gen N-MYC se determina de forma rutinaria al
diagndstico y ayuda a planear el tratamiento. La hibridacién in situ con
fluorescencia de interfase (FISH) es la técnica ideal para la verificacion de la
seflal de N-MYC vy permite evaluar amplificaciones de bajo grado y
heterogeneidad intratumoral *92°2%,

El nimero de copias con la amplificacién para determinar el grado es arbitrario,
pero la mayoria de los grupos lo definen como >4 el nimero de copias con N-
MYC comparadas con un control diploide, generalmente este numero es muy
sobrepasado observandose de forma habitual 50 a 400 copias/célula®.

La prevalencia global de la amplificacion N-MYC es del 20 al 22%, con
concordancia entre la amplificacion del gen al diagnostico y las recaidas, por lo
gue se considera se trata de una mutacion existente inherente en las células

mas que una mutacién adquirida ©.

b) ALK

El gen ALK codifica para un receptor de membrana de tirosin quinasa. Se
expresa de forma importante sélo en el desarrollo del sistema nervioso. Las
mutaciones en la linea germinal del ALK son la principal causa del NB
hereditario. La amplificacion del gen ALK acompafa la amplificacion del N-
MYC en el 2 al 4%. Por lo tanto en total 10 al 14% de los NB tendran una
alteracion del ALK 27,
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c) Alteraciones cromosoémicas segmentarias recurrentes (Tabla 2).

Ayudan a definir a un subgrupo de pacientes que presentan alto riesgo y mal

pronéstico y que no presentan amplificacién del MYC.

Tabla 2. Alteraciones cromosomicas segmentarias recurrentes.

Ganancia
desbalanceada
del Cromosoma 17 ?®

- 50% de los NB
- Producto de t(1:17) con ganancia de la region 17q22
- NB mas agresivos

Delecién del brazo

corto
del

(6,29)

Cromosoma 1p

- 35% de los NB

- Enfermedad avanzada, amplificacién del N-MYC

Pérdida alélica del

1p36 ©

- Mayor riesgo de recaida en pacientes con tumores
localizados
o en aquellos Sin amplificacion N-MYC.

Pérdida del alelo 11q
(29,47)

- 25% de los NB primarios.

- Pobre asociacion con N-MYC

- Se considera de mal prondstico por su asociaciéon con
estadio avanzado, mayor edad al diagndstico y patologia
desfavorable.

d) Expresion de receptores de neurotrofinas (Tabla 3)

Los receptores de neurotrofinas (NTRKQ1,2,3 que codifican TrkA,B,C) y sus

ligandos (NGF, BDNF y neurotrofina-3) son importantes reguladores de la

supervivencia, crecimiento y diferenciacion de las células neurales.

Su expresién espacial juega un papel critico en el desarrollo normal del sistema

nervioso simpatico. Se correlacionan con un fenotipo de NB 44546,
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Tabla 3. Receptores de neurotrofinas y correlacion fenotipica con NB.

TrkA TrkB TrkC

- Menor edad al|- Se asocia a tumores |- Su objetivo aun esta
diagnostico. agresivos. por definirse.

- Estadio bajo al|- Se asocia a factores | - Su expresion se da en
diagnéstico bioldgicos desfavorables | tumores que también
- Buen pronéstico y | (amplificacion del | expresan el tipo
factores biolégicos | MYCN). AA445:46)

favorables. - Pueden expresar

- Su expresion produce | BDNF.

en el microambiente del | - La activacion

tumor diferenciacion | permanente de esta via

hacia células | contribuye a la

ganglionares  maduras | quimiorresistencia y

(44,45.46) formacion de
metéstasis.

- Esta via un excelente
objetivo para desarrollar
terapia dirigida para su

inhibicion ¢44546),

3.6 PATOLOGIA

El NB pertenece al grupo de tumores de células pequefias redondas

azules, separado por septos fibrovasculares con areas de necrosis,
calcificaciones, presencia de neuropilo en la forma mas inmadura y en algunos
casos la presencia de rosetas de Homer-Wright.

La inmunohistoquimica es positiva para: Sinaptofisina, gangliésido GD2,
enolasa neuronal especifica, moléculas de adhesion de la célula neuronal,

Tirosin cinasa (TrK), cromogranina A y PAS negativo®3?,

Con base a las caracteristicas anatomopatoldgicas, se presentan los tipos
histopatoldgicos de tumores neuroblasticos®® (Tabla 4).
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Tabla 4: Tumores Neuroblasticos

Tumores

Neuroblasticos

Caracteristicas Histologicas

Subtipos

Neuroblastoma (NB):

Predomina Neuroblastoma vy
neurofilamentos (< 50%).
Pocos tienen focos
ganglioneuromatosos

(periféricos o dentro de los
septos). Los Subtipos
dependen del porcentaje de

estroma que presenten.

Indiferenciado 0%

Pobremente
diferenciado <5%

Diferenciado > 5
%

Predomina el componente

ganglioneuromatoso;

Nodular

Entremezclado

Ganglioneuroblastoma: | componente neuroblastico
>50%. Subtipos en base al | Limitrofe
componente neuroblastico:

Tumor neuroblastico | Componente ganglioneuromatoso y

transicional:

neuroblastomatoso en proporcién equitativa.

Ganglioneuroma:

Exclusivamente presenta células ganglionares

maduras, células de Schwan y tejido fibroso.

En 1999 se adoptd

la clasificacién histolégica internacional del

neuroblastoma (INPC) siguiendo el método de Shimada, basado en el proceso

biol6gico de maduracién asociada a la edad, (Tabla 5) %

Tabla 5: Clasificacion de la INPC de acuerdo con el método de Shimada.

EDAD HISTOLOGIA FAVORABLE

HISTOLOGIA
DESFAVORABLE

Ganglioneuroma

Cualquiera

Ganglioneuroblastoma

Ganglioneuroblastoma nodular

Neuroblastoma indiferenciado

< 1.5 afos | NB con MKI bajo o intermedio

NB pobremente con MKI alto
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1.5 - 5| NB con diferenciacion y MKI | NB pobremente con cualquier

afos bajo MKI

NB con diferenciacién con MKI

> 5 afios alto

Neuroblastoma con cualquier
MKI

El Grupo Internacional de Patologia Pediatrica incluyendo Shimada
modificaron esto en la clasificacién patologica internacional neuroblastoma
(INPC) y fueron incorporados al sistema de clasificacion internacional de
grupos de riesgo de neuroblastoma (INRG)® que serd comentado maés

adelante.

3.7 PRESENTACION CLINICA

El neuroblastoma puede surgir de la glandula adrenal o cualquier otro
sitio a lo largo de la cadena simpatica. Las manifestaciones clinicas de NB
dependen de las siguientes caracteristicas: tamafo, localizacion del tumor,
presencia de enfermedad metastasica, sindromes paraneoplasicos. Hasta un
25% de los pacientes pueden estar asintomaticos. La afeccion del sistema
simpético hace que la presentacién clinica sea variable y cambie con respecto
ala edad (Tabla 6) ®2.

Tabla 6: Porcentajes de acuerdo a la localizacion por edad.

<13 meses | Localizacién > 13 Meses
5% Cabezay cuello | 2-3%

20% Torax 10 -15%
55% Abdomen 70 -75%
2% Genitales 5%
10-20% Otros 5-10%
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La enfermedad metastasica esta presente al diagnéstico en un 43% de los

casos; es resultado de la diseminacion linfatica y hematégena. (Tabla 7) ¢32).

Tabla 7: Signos y sintomas de NB de acuerdo a su localizacién.

Localizacion

Signos y sintomas

Abdominal

Masa abdominal (puede ser asintomética y detectarse de
manera incidental) , aumento de perimetro abdominal,
alteracion en el patrén de evacuaciones, si el tumor es primario
del 6rgano de Zuckerland; vejiga los sintomas producidos son

por compresion del intestino.

Térax

Dificultad respiratoria, tos, disnea. Sindrome de vena cava
superior, sindrome de mediastino superior, en algunos casos

incidental descubierta en una radiografia de torax.

Paraespinal

Datos clinicos de compresion medular (dolor, parestesias) y

dependera de la region afectada (toracica, abdominal, pélvica)

Hepética

Hepatomegalia, la cual puede presentarse en forma masiva con
compromiso ventilatorio por restriccidbn toracica; asi como
edema de extremidades por compresion de venas y dafio
linfaticos. Esta forma es frecuente en lactantes con estadios 4S.

Otros

Proptosis, lesiones en piel, y las relacionadas a la enfermedad
metastdsica a medula o6sea (palidez, sangrados, fiebre,
adinamia, astenia), a hueso (dolor éseo0), higado (
hepatomegalia, hepatalgia, ictericia, hemorragias) pulmén
(dificultad respiratoria, cianosis) sistema nervioso central

(Deterioro neuroldgico, crisis convulsivas)

En el 3-4% de los pacientes con NB se presentan Sindromes Paraneoplasicos

(Tabla 8)©.

Tabla 8: Sindromes Paraneoplasicos del Neuroblastoma.

Sindrome de Pepper: Hepatomegalia masiva por infiltracion de NB; acompafada

de dificultad respiratoria y/o insuficiencia respiratoria

secundaria a restriccién toracica. Caracteristico del recién
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nacido y lactante menor®

Sindrome de Horner:

Infiltracién por NB del ganglio estrellado, se caracteriza por

la presencia clinica de ptosis, miosis, anhidrosis.
Caracteristico en tumores primarios de cuello y apicales de

torax®.

Sindrome de

Blueberry muffin:

Infiltracibn metastasica subcutdnea de NB, presencia de
lesiones violaceas oscuras de 5 a 10 mm, al ser
presionadas presentan liberacion de catecolaminas,
ocasionando taquicardia, rubor facial, hipertension arterial.

Caracteristico de NB Congénito®®.

Sindrome de

Kerner-Morrison:

Se encuentra en 7-9% de los casos, resultado de una
secrecion anormal de péptido intestinal vasoactivo. Se
caracteriza por la presencia de diarrea acuosa, hipokalemia,
hipocalcemia. Y se asocia a tumores neuroblasticos con

células maduras (ganglioneuroma y ganglioneuroblastoma)
(39,40,41)

Sindrome

de Hutchinson:

Afeccibn medular que ocasiona dolor 6seo que puede
presentarse durante la deambulacién, o en los lactantes

puede presentarse como irritabilidad sin causa aparente®.

Opsoclonos-
Mioclonos
(Sindrome de

Kinsbourne)

Presente en 2-4 % de casos con NB, su origen es
autoinmune se cree que se forman anticuerpos contra el
tumor que reaccionan alrededor de las células neurales del
cerebro o cerebelo ocasionando la sintomatologia que
caracteriza a este sindrome (movimientos ataxicos,
mioclonias). Un 70-80% de pacientes presenta déficit
neurolégico a largo plazo principalmente representado por
déficit cognitivo, motor, del lenguaje y comportamiento. El
tratamiento es controversial, dado que existe recurrencia a
pesar de la reseccion del tumor. Un 50% de los pacientes
que tienen Unicamente como manifestacion este sindrome

se descubre un NB asociado“?*®.

Ojos de mapache:

Proptosis, equimosis periorbitaria vy retrobulbar.

Caracteristico de lactantes y preescolares®.
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3.8 DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION

Se debe realizar una historia clinica detallada y exploracién fisica
completa con el objetivo de identificar urgencias oncologicas que ponga en

e®32 - en todo paciente con sospecha de NB no

peligro la vida del pacient
debe retrasarse su referencia a un centro especializado en el tratamiento
oncoldgico.

Examenes de laboratorio Indispensables: Realizar biometria hematica

completa, quimica sanguinea que incluya potasio, acido urico, fosforo, calcio y
deshidrogenasa lactica para descartar una urgencia Oncoldgica (Sindrome de
lisis tumoral). Otras Pruebas como las de funcion hepatica, perfil de
coagulacion, pruebas de funcién renal, estudio audiolégico basal, fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo deben realizarse previo al inicio del
tratamiento con quimioterapia.

Examenes de laboratorio especificas para Diagndstico de NB: Determinacion

de Catecolaminas séricas en orina de 24 horas Acidos Homovanilico (HVA) y
Vanilimandélico (VMA). Ferritina plasmética, enolasa neuronal especifica
(ENE), determinacion del N-myc, Biopsia bilateral de médula 6sea.

El analisis de catecolaminas séricas 0 en orina como representacion del
metabolismo de catecolaminas representa uno de los estudios con mayor
sensibilidad para el diagnéstico de NB. HVA y VMA son metabolitos que

muestran la mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion del tumor.

Examenes de gabinete:

Radiografia simple (RX): se puede observar masa paravertebral y
mediastinales, infiltraciébn 6sea y masas abdominal calcificada.

Ultrasonido abdominal: ante cualquier masa abdominal palpable, masas
retroperitoneales o paravertebral. Es la técnica de eleccion para el seguimiento
de los tumores abdominales o pélvicos con bajo riesgo de afectacion epidural.
Tomografia computarizada (TC): Establece los margenes del tumor primario
y detecta ganglios linfaticos contiguos o distantes afectados. La calcificacién de
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los tejidos blandos es caracteristica de los tumores neuroblasticos al
diagndstico, de los tumores locorregionales en la fase regresiva y después de
tratamiento citotoxico.

Resonancia Magnética (RM): Visualiza detalles anatémicos del tumor
primario, extensién epidural o la enfermedad leptomeningea y puede
diferenciar las lesiones intrahepaticas de anomalias benignas. Detecta la
invasion vecina y a distancia; permite la diferenciacion de la invasién Osea
cortical, evalia la extension de la destruccion 6sea. Su limitacién es la mala
definicion de ganglios linfaticos menores de 13 mm. Es la mejor técnica para el
seguimiento de tumores de la linea media o paravertebral.

Estudios gammagréficos. Tecnecio-99 visualiza mejor las lesiones corticales
Oseas. El 1-131 o Meta lodo Bencil de guanidina (I-123MIBG) es un
radiofarmaco analogo a los precursores de catecolaminas, es mas sensible y
especifico para la deteccién de lesiones dseas corticales, la médula 6sea y las
lesiones de los ganglios linfaticos.

La tomografia por emision de positrones (PET): Con empleo de F-
fluorodeoxiglucosa (F-18 FDG) eficaz en la identificacion de los tejidos blandos

y lesiones 6seas®*%?).

Los criterios diagndsticos basados en consenso internacional:

a) Diagnostico patoldgico inequivo: realizado por microscopia electronica en
tejido tumoral con o sin inmunohistologia.

b) Aspirado de médula 6sea o biopsia de médula ésea con células tumorales
inequivocas (ej: sincitios o inmunocitolégicamente grumos positivos de células)

mas incremento de catecolaminas urinarias®?.

El Sistema de Estadificacion International del Neuroblastoma (INSS)
esta basado en la accesibilidad para la reseccion quirtrgica, la evaluacion
histologica de los ganglios linfaticos locorregionales, y el tamafio del tumor, se
correlaciona con el prondstico (Tabla 9) ©¥.
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Tabla 9: Estadificacién de acuerdo con los criterios del INSS (1993) ¢4

El

Tumor localizado con reseccibn macroscopica completa, con
enfermedad residual microscopica o sin esta; ganglios linfaticos
ipsilaterales representativos, microscépicamente negativos para el tumor
(como los nddulos adheridos al tumor primario y extirpado junto con éste,

pueden ser positivos).

E2

Tumor localizado con escisibn macroscopica incompleta; ganglios
linfaticos ipsilaterales representativos, negativos para el tumor

microscopicamente.

E2B

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

microscopicamente.

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 extension bilateral por
infiltracion (irresecable) o por afectacion del ganglio linfatico. La linea
media estd 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 diseminacion a ganglios linfaticos distantes,
huesos, la médula ésea, higado, piel u otros érganos, con excepcion de
lo definido para el estadio 4S.

E4S

Tumor primario localizado, como se define para el estadio 1, 2A o 2B,
con diseminacion limitada a la piel, el higado o la médula ésea
(circunscrito a lactantes menores de un afio de edad). La afectacion
medular debe ser minima (0 sea, <10% de células nucleadas totales
identificadas como malignas por biopsia de hueso o por aspirado de
médula 6sea). Una afectacibn mas extensa de la meédula Osea se
consideraria como enfermedad en estadio IV. Los resultados de la
exploraciéon con MBIG en caso de que se efectle, deben ser negativos

para la enfermedad en la médula 0sea.
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El Grupo de Riesgo Internacional para Neuroblastoma (INRG) desarrollé la

estratificacién del riesgo pre-tratamiento (Tabla 10) %)

Tabla 10: Clasificacion del Grupo de Riesgo Internacional para Neuroblastoma
(INRG) 539

Etapa | Descripcion

Tumor localizado que no implique estructuras vitales tal como se define

por la lista de IDRFs (tumores primarios multifocales, derrame pleural

- con o sin células malignas, ascitis con o sin células malignas) y se
limita a un solo compartimento del cuerpo.

L2 Tumor locorregional con presencia de uno o mas IDRFs

M Enfermedad metastasica a distancia (excepto estadio MS)

MS La enfermedad metastdsica en niflos menores de 18 meses con

metastasis limitadas a la piel, el higado, y / o de médula 6sea

Los pacientes con tumores primarios multifocales debe de etapas de acuerdo a
la mayor extension de la enfermedad tal como se define en la tabla

L2: puede implicar mas de un compartimiento en la contiguidad en el mismo
lado del cuerpo. Hace enfasis que si el tumor es pequefio, no cruza la linea
media pero envuelve estructuras vitales es designado como L2.

M: son aquellos con diseminacion del tumor a los ganglios linfaticos distantes,
médula 6sea, hueso cortical, higado, piel y/o otros 6rganos a menos que
cumplan criterios para MS. Las colecciones (derrame pleural o ascitis) no son
necesariamente metastasicas a menos que se detecten en un compartimento

del cuerpo separadas al tumor primario.

El nuevo Sistema de Clasificacion INRG se basa en criterios clinicos y de
imagen, (Tabla 11), comprende dieciséis grupos pre-tratamiento (A a la R), los
pacientes se agruparon categorias de riesgo, que son de muy bajo riesgo (A,
B, C), de bajo riesgo (D, E, F), de riesgo intermedio (G, H, I, J), o alto riesgo (K,
N, O, P, Q, R) ©9,
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Tabla 11: Clasificacién del INRG, etapas y grupos pre-tratamiento®®

Grado de Aberra )
Etapa Categoria . o N- . . Grupo de riesgo
Edad o diferenciacion cion Ploidia .
INRG Histoldgica myc Pre-tratamieto
tumoral 119
GN maduro;
L1/ ]
GNB A | Muy bajo
L2
entremezclado
Cualquiera, NA B | Muy bajo
excepto
L1 GN maduro o
Amp K | Alto
GNB
entremezclado
Cualquiera, No D | Bajo
excepto
<18 GN maduro o | S NA
Si G | Intermedio
GNB
entremezclado
L2 No E | Bajo
Diferenciando NA
Si
GNB nodular, | Pobremente .
=18 H | Intermedio
NBT diferenciado o | NA
no diferenciado
Amp N | Alto
Hiperdip
<18 NA ) F | Bajo
loide
<12 NA Diploide | Y | Intermedio
M 12 a o ]
NA Diploide | J | Intermedio
<18
<18 O | Alto
Amp
=18 P | Alto
No C | Muy bajo
NA
MS <18 Si Q | Alto
Amp R | Alto

Actualmente la respuesta al tratamiento es valorable de forma objetiva, se han

propuesto criterios para determinar

seguimiento de los pacientes con neuroblastoma (Tabla 12) ©.

la evaluacion pudiendo hacer el
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Tabla. 12 Criterios Internacionales de respuesta al tratamiento

(6, 34)

Respuesta Primario Metastasis Marcadores
Respuesta Sintumor | Sin tumor  (térax, | AHV y AVM normal
completa abdomen, higado,

hueso, médula 6sea,

ganglios)
Buena Reducciéon | Sin tumor en sitios| AHVY 'y AVM con
respuesta >90% mencionados, excepto | dimsinucion >90%

hueso. Sin nuevas

lesiones Oseas.

Lesiones preexistentes

con mejoria.
Respuesta Reducciéon | Sin nuevas lesiones. | AHV 'y AVM con
parcial del 50-90% | Reduccién del 50-90% | dimsinucion del 50-90%

en sitios medibles. 0-1

médula 6sea con

tumor. Lesiones Oseas

igual que en Buena

respuesta.
Respuesta Sin nuevas lesiones, reduccién del 50-90% en sitios medibles.
mixta 0-1 médula 6sea infiltrada. Lesiones 6seas igual que en Buena

respuesta.

Sin respuesta

Sin nuevas lesiones; <50% de reduccién, <25% incremento en

cualquier lesiéon

Enfermedad

progresiva

Presencia de cualquiern lesidon nueva; incremento >25% en

cualquier medicion. Infiltracion a médula 6sea previamente

negativa.
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3.9 CONSIDERACIONES PRONOSTICAS

Las consideraciones pronoésticoas en los tumores neuroblasticos son la

histologia, edad y la extension de la enfermedad; de forma especifica en el NB

@3) 2% son: la histologia, edad al diagndstico, estadio de la enfermedad,

amplificacion del N-myc, indice de DNA (Tabla 13).

Tabla 13: Factores Prondsticos de Neuroblastoma

Factores Prondsticos

Grado de diferenciacion neuroblastica

Grado de proliferaciéon celular (MKI, indice mitosis-

Histologia: cardiorrexis),
Grado de componente estromal
Grado de calcificacion
Menores de 18 meses sin amplificacion N-myc o INSS4
tienen mejor evolucion.

Edad al _

. o Adolescentes y nifios mayores de 6 afos los NB

Diagnostico: _ _ _ _
metastasicos tienen una evolucidn mas indolente en
comparacion con los nifios entre 1 a 5 afios de edad.
INSS 1 tratados solo con cirugia, la supervivencia del
100%
INSS2 a y b Sin distincion pronostica definida y la

Estadio de biopsia es suficiente.

enfermedad: INSS2 y 3 el tratamiento depende de otros factores

(caracteristicas bioldgicas).
INSS4 requiere tratamiento multimodal de moderado a
intenso. Mayores de 1 afio con E 4, SG < del 40%.

Amplificacién

del N-myc

Mas de 10 copias

Presente en un 25%

Se asocia a estadios avanzados en un 30-40%
Répida progresiéon y pobre pronostico

En estadios bajos y E4S se presenta en el 5-10%.
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indice de DNA

Es muy importante en menores de 2 aflos de edad al
diagndstico con enfermedad diseminada, especialmente
en Estadio 4S.

Regiones
especificas de
pérdida o ganancia
alélica

Las deleciones del cromosoma 1p y 11g son los Unicos
integrados a los algoritmos de estratificacion de riesgo
en EU y Europa.

La ganancia desbalanceada del 17q es el cambio
genético mucho mas comun en neuroblastomas es
asociado con pobres resultados. Sin embargo se
correlaciona con la pérdida del 1p, amplificacion del
MYCN vy otras caracteristicas pronosticas adversas por
lo que su prondstico independiente no es claro.

Un gran numero de marcadores bioldégicos se han asociado con un mal

prondstico en tumores neuroblasticos®*¢4). (Tabla 14).

Tabla 14: Pardmetros Bioldgicos y Marcadores Bioquimicos adversos en

Neuroblastoma

Parametro Biologico Importancia pronostica adversa

Alteraciones celulares tumorales:

MYCN proto-oncogén amplificacion> 10 copias

179 cromosémicas regién| Ganar

Cromosomicas 1p36 _ _
. Peérdida alélica
region
Cromosoémicas 11923 _ _
. Pérdida alélica
region
Cromosoémicas 19913 _ o
» EMP3 gen hipermetilacion
region
Contenido de ADN

(ploidia)

diploidia o tetraploidia

La expresion de Trk A, B

oC

Baja expresiéon Ay C, la alta expresion B .
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Sobre expresiéon Gen de la enzima y el aumento

La telomerasa o
de su actividad

CD44 Baja expresion de la proteina de membrana
Los Marcadores Bioquimicos:

LDH sérica > 1500 Ul /L

Enolasa especifica

neuronal serica > 100ng /m

Ferritina sérica > 142 ng / mi

indice de VMA / HVA en

orina 24h <t
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3.10 TRATAMIENTO
Figura 1. Diagnostico y tratamiento de Neuroblastoma
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Tratamiento de la enfermedad de no alto riesgo

-Neuroblastoma perinatal: 80% de los sometidos a observacion se salvaron de
intervencién quirdgica con un sobrevida global del 100% por lo que se
considera la observacion cuidadosa en los nifios hasta los 6 meses de edad.
Un estudio de seguimiento evaluara la aplicacién de estrategias en los nifios
hasta los 12 meses de edad

-Enfermedad locorregional resecable: piedra angular en los diagnosticados
fuera del periodo neonatal es la reseccion quirdrgica del tumor primario, los
completamente resecados tiene SLE >90%. La recurrencia local puede
tratarse con 2da cirugia exitosamente e incluso los de recurrencia
metastasicas. En la cooperativa Europea estudio LNESG1, la tasa de
sobrevida global a 5 afios en 288 pacientes con tumores completamente
resecados sin MYCN amplificado fue del 99%.

Los pacientes con reseccion incompleta +/- afectacion ganglionar regional
ipsilateral (INSS etapa 2) les fue bien con solo cirugia con SLE 83% segun
LNESG1 y 88% segun COG P 9641. El ultimo estudio revelo que los
pacientes INSS 2B (enfermedad localizada con reseccién incompleta con
adenopatia ipsilateral) cuyo tumor tenia histologia desfavorable y diploidia no
les fue tan bien como lo que no tenian caracteristicas desfavorables con SLE y
SG a los 5 afios 72 y 86% vs 90 y 99%, respectivamente. Para aquellos con
tumores diploides SLE fue 75% y sobrevida global 84%.

En el grupo LNESG 1, la ploidia no fue un factor prondéstico significativo, pero la
histologia desfavorable si con un SLE 61% y SG 76%. Dando lugar a las
nuevas pruebas de incrementar la terapia a pacientes con tumores INRGSS L2
incompletamente resecados con histologia desfavorable y caracteristicas
gendmicas.

Los pacientes con MYCN amplificado la SLE 53% y SG 72% comparado con
los no amplificados con SLE 90% y SG 98%. En la sociedad internacional de
oncologia pediatrica europea de Neuroblastoma (SIOPEN) los pacientes con

L1 con MYCN amplificado reciben terapia sistémica, mientras que la practica
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habitual del COG es la observacion si se logra una reseccion total y tratamiento
agresivo si hay una recurrencia.

-Enfermedad locorregional resecada:

-L2 INRGSS resecados 0 INSS etapa 3: susceptibles a biopsia diagnéstica y
depediendo de histologia y biologia. MYCN amplificado es de mal pronéstico:
tratarse con terapia de alto riesgo. En ausencia de MYCN amplificado con
histologia favorable y sin caracteristicas biolégicas desfavorable segun el CCG
3881 se documento resultados excelentes después de quimioterapia a dosis
intensivas moderadas (CFM, Doxorrubicina, CDDP y VP16) asi como radiacion
local para cualquier enfermedad macroscopica después de la cirugia retardada.
En el COG A 3961, la radiacion para control local fue eliminada. Los tumores
L2 resecables con MYCN no amplificado son ahora elegibles para terapia de

riesgo intermedio en estudios de lineas europeas.

Etapa M en nifios con neuroblastoma

Si tienen MYCN amplificado: tratados como alto riesgo

Tumor sin MYCN amplificado: responden a quimioterapia de intensidad
moderada. Estudio CCG observo un SLE a los 3 afios del 93% en estos casos;
SIOPEN 99.3% con resultados excelentes en lactantes con estadio 4 en
ausencia de MYCN amplificado. La diploidia se asoci6 a resultados inferiores;
SLE en recién nacidos con etapa 4 con MYCN no amplificado y tumores
diploides del 71%, siendo no candidatos a reduccién del tratamiento posterior.

Etapa MS del neuroblastoma:

SLE en 4S que carecen de MYCN amplificado fue del 82% con sobrevida
global del 91%.

Los menores de 3 meses presentan complicaciones secundarias a la
hepatomegalia e infecciones por lo que se recomienda una estrecha
observacion hospitalizados con evaluacion frecuente del estado respiratorio y
evitar procedimientos quirdargicos invasivos que lleven al paciente a estrés
fisiologico. Se debe iniciar el tratamiento inmediato y la biopsia abierta del
tumor debe retrasarse hasta que el tamafio del higado disminuya y el paciente

se encuentre estable. Regimenes de quimioterapia intensa utilizando
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normalmente de riesgo intermedio. La radioterapia se reserva para pacientes
con complicaciones potencialmente mortales cuya enfermedad progresa a
pesar de la quimioterapia (dosis muy bajas 450-600cGy) para detener la
progresion e inducir la regresion.

Los bebés con 4S y MYCN amplificado tratados segun SIOPEN 99, tuvieron
una sobrevida a los 2 afos del 59% a pesar de la terapia multimodal por lo que
se destaca la importancia de identificacién y tratamiento agresivo una vez que
la realizacién de la biopsia del tumor es segura.

Andlisis de la INRG sugieren que la supresion del 11q estad asociada a mala
respuesta, sin embargo un cambio en el enfoque terapéutico en estos casos no

se ha dado por la rareza de esta aberracién en los MS.

Tratamiento de neuroblastoma paraespinal

Pueden causar compresiéon de la médula espinal convirtiéndolo en una
verdadera emergencia. En general, estudios no muestran supervivencia o
ventajas neuroldgicas de la descompresion neuroquirdrgica o radioterapia de
haz externo. Ademés, Hoover documenta deformidades de la columna de
leves a severas en los tratados inicialmente con laminectomia.

La cirugia y la quimioterapia tuvieron una eficacia similar en aliviar los
sintomas, pero las secuelas tardias fueron méas frecuentes después de la
laminectomia. Por lo que la quimioterapia parece ser una modalidad inicial
segura y efectiva en la invasion del canal espinal con menos morbilidad a largo

plazo.

Tratamiento de la enfermedad de alto riesgo

Antes de la terapia integral multimodal la supervivencia a largo plazo en este
grupo era <15%. Los regimenes terapéuticos actuales tienen 3 fases:

1. Terapia de induccion: objetivo es inducir la maxima reduccién de la masa
tumoral tanto del primario como metastasis. El neuroblastoma es normalmente
sensible a la quimioterapia inicial, incluso los casos con MYCN amplificado. La
duracion de esta terapia no se conoce, la eficacia se evalu6 por la tasa de
respuesta (completa o parcial) y un segundo procedimiento quirdrgico. La
calidad de remision al final de esta terapia se asocia a una probabilidad de
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supervivencia a largo plazo. MIBG es un componente importante para evaluar
la respuesta. Regimenes de quimioterapia de induccién varian pero todos se
basan en compuestos de platino de dosis intensivas y agentes alquilantes.

El ensayo de COG mas recientemente publicado para el neuroblastoma de alto
riesgo (A3973) utiliza una versidon ligeramente modificada del régimen de
guimioterapia de induccion disefiado por Kushner y colegas. Por la alternancia
de dosis intensiva de vincristina, doxorrubicina y ciclofosfamida (ciclos 1, 2, 4,y
6) con cisplatino y etopésido (ciclos 3 y 5), Kreissman y sus colegas
demostraron una tasa de respuesta de induccion global de 79%. Sin embargo,
s6lo 22% de todos los pacientes alcanzaron una CR y 12,5% de los pacientes
mostraron progresion de su enfermedad durante la induccién. ElI COG ha
pilotado la incorporacién de topotecan y CFM en la quimioterapia de induccion,
sin embargo parece dificil lograr nuevas mejorar en la tasa de respuesta de

induccion.

2. Terapia de consolidacion: para eliminacion de clones tumorales resistentes
gue sobreviven a la terapia de induccion con dosis supraletales de
guimioterapia con el apoyo de la médula 6sea autéloga o células madre de
sangre periférica (CMSP).

El Grupo Cooperativo aleman comparé una irradiacion corporal no-total (no
TBI) que contienen carboplatino, etopésido y melfalan (CEM) régimen de
guimioterapia mieloablativa a la quimioterapia oral de mantenimiento con dosis
bajas de ciclofosfamida. Hubo mejora significativa SLE a 3 afos para el grupo
de trasplante, pero sélo una tendencia hacia la mejora de la SG. Un cuarto
ensayo aleatorio controlado con regimenes de consolidacién mieloablativos es
una comparaciéon continua de CEM con busulfan + melfalan por el grupo
SIOPEN.

Esto se basa en una extensa experiencia en Europa que sugiere que el
régimen de busulfan + melfalan conduce a la mejora de las tasas de curacion
en comparacion con los demas.

Por altimo, el COG completado recientemente un ensayo que compara tandem
consolidacion mieloablativa con un tiotepa y ciclofosfamida régimen seguido

por un régimen CEM ligeramente atenuado en comparacién con un solo
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régimen CEM convencional, sobre la base de una amplia experiencia piloto que
sugiere que el trasplante en tAndem puede mejorar la SLE.

Terapia posterior al trasplante es eficaz en la erradicacion de EMR. Existe
controversia continua sobre el momento éptimo de recoleccién y si es 0 no
"seleccién positiva" con CD34 purificacion juega ningun papel en la
optimizaciobn del producto de células madre. No obstante, deben ser
almacenados ya sea en tAndem para apoyar consolidaciones mieloablativos, o
gue esté disponible para una variedad de terapias que puede utilizarse en el
contexto de enfermedad recurrente o refractaria.

Trasplante alogénico se ha reducido en gran medida, porque no hay estudios
que demuestren resultados superiores sobre rescate de células madre
autdlogas (ASCR). Sin embargo el interés se mantiene por el enfoque de que

puede potencialmente inducir un efecto de injerto contra tumor.

3. Terapia de mantenimiento destinado a la enfermedad minima residual
(EMR): objetivo erradicar las células tumorales residuales utilizando agentes
teoricamente activos contra EMR quimioresistente. Los retinoides son una
clase de compuestos que inducen la diferenciacion celular y disminuyen la
proliferacion de células de neuroblastoma in vitro. Un total de 130 pacientes
fueron aleatorizados para recibir 6 ciclos de 13-CRA o sin terapia adicional. La
cohorte de pacientes asignados a recibir terapia postrasplante con 13-CRA
habia una mejora significativa SLE (46% frente a 29%; p =0,027). El impacto
del 13-CRA en SSC y la SG no fue tan significativo en un estudio de
seguimiento posterior de los mismos pacientes, pero todavia es un
componente estandar del tratamiento postconsolidation de EMR.

Con estas 3 fases se ha alcanzado una SLE y SG entre 40-60%.

La inmunoterapia focalizacibn marcadores de superficie-neuroblastoma
especifica durante la fase de EMR de la terapia es una estrategia alternativa
gue ha demostrado recientemente eficacia.

Los anticuerpos monoclonales murinos 3F8, GD2a y lo humano-raton
quimeérico ch14.18 anticuerpo monoclonal se han probado méas ampliamente en
los ensayos clinicos. Anticuerpos anti-GD2 como agente Unico con respuesta

mesurable se ha observado en pacientes con neuroblastoma refractario. El
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dolor neuropético durante y después de la administraciébn es casi universal,
siendo esta toxicidad limitada a la dosis. Investigadores concluyeron
toxicidades agudas sustanciales pero manejables aunque no hubo impacto
claro en los resultados al comparar pacientes sin esta terapia o los que
recibieron 12 meses de quimioterapia de mantenimiento.

El COG ha completado recientemente un ensayo clinico aleatorizado disefiado
para probar la eficacia de ch14.18 con interleucina-2 (IL-2), el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), y 13-CRA (n
= 113) en comparacion con 13- cis retinoico solo (n = 113) después de la
quimioterapia mieloablativa. Las toxicidades de este régimen de inmunoterapia
fueron significativas, con el grado =3 o mayor dolor en 52% de los sujetos
(debido a la presencia de GD2 en los nervios periféricos) y sindromes
vasculares significativos de fugas y / o reacciones alérgicas en 23% y 25% de
los sujetos, respectivamente. Sin embargo, hubo una mejora significativa en la
supervivencia para el brazo que contiene la inmunoterapia en comparacién con
el tratamiento estandar (retinoide solamente), con 2 afios estimaciones de EFS
de 66% + 5% versus 46% * 5% (p= 0,012) y 2- estimaciones OS afio de 86% =
4% frente a 75% + 5% (p = 0,022) (Fig. 30.12). Este estudio apoya firmemente
la inclusion de la inmunoterapia como modalidad fundamental en el tratamiento
del neuroblastoma de alto riesgo.

A pesar de los avances, las probabilidades de supervivencia a largo plazo
sigue siendo <50% vy la terapia es altamente toxica y los supervivientes

muestran efectos tardios significativos.
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4. MARCO TEORICO
4.1 El papel de lainflamacion en enfermedades neoplésicas

La relacién que existe entre una activacion persistente de la inflamacion y el
cancer se ha propuesto como uno de los mecanismos para la promocién de

diversos tumores (%80,

Como ha sido plenamente estudiado, la activacion de la respuesta inflamatoria
involucra reacciones a nivel vascular, lo anterior conduce de manera progresiva
a acumulaciéon de fluido y céulas inflamatorias como los leucocitos al tejido
extravascular tras un proceso de extravasacion.

La via inflamatoria normal se encuentra integrada por cuatro componentes
entre los que se encuentran los inductores, diversos tipos de sensores, la
sintesis de mediadores inflamatorios y proinflamatorios y finalmente como
producto de lo anterior, las acciones que llevan a cabo mdulitples moléculas
efectores sobre organos especificos 82,

Existen mudltiples mediadores inflamatorios, entre los cuales las citocinas
participan a diversos niveles, en la activacion, regulacion y homeostasis entre e
proceso inflamatorio y el hospedero ®2. Existen mdltiples citocinas con accién
contraria en la regulacion y finalizacion de los procesos inflamatorios,
existiendo citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. En adecuado control

de la inflamacion surge del equilibrio entre estos dos grupos de citocinas.
4.2 Interleucina 6

Dentro del grupo de citocinas pro-inflamatorias, enfocaremos la atencion de
este trabajo en la IL-6, ya que esta se ha visto involucrada en mdultiples
procesos biolégicos como enfermedades del sistema inmune y en diversos
tipos de cancer’®. Dicha citocina inicialmente se decribié como parte de la
respuesta inmune humoral. Participa comoun factor para la activaciéon de los

linfocitos T®, en la diferenciacion de los linfocitos B, regula la produccién de
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proteinas de fase aguda ® y se ha descrito como factor de crecimiento de
hepatocitos.

Se han demostrado también que la IL-6 presenta actividad hormonal de tipo
paracrino involucrandola en afecciones vasculares, la regulacion del
metabolismo de lipidos, en patologias metabdlicas como la resistencia a

insulina, el metabolismo mitocondrial y con interaccién a nivel neural ¥,

A pesar de su funcién primordialmente pro-inflamatoria, también se han
descubierto propiedades anti-inflamatorias, teniendo una funcién predominante
al unorse al receptor gp-130. Existen multiples células con la capacidad de
producir IL-6 entre las que se encuentran macréfagos activados, moocitos,
fibroblastos y células endoteliales vasculares.

Su principal mecanismo de sefalizacion es a través de la activacion del factor
de transcripcién STAT ®5#9_ Asi como la regulacion de la transcripciévex n de
su gen regulador a través de proteinas denominadas SOCSS3, que determinan
una sefial supresora de citocinas, teniendo entre sus efectos la inhibicién de la

sefial de la IL-6, entre otras citocinas ©".

4.3 Interleucina-6 y neuroblastoma

Se ha descrito ampliamente en la literatura que una respuesta
inflamatoria activada de forma prolongada constituye un factor de riesgo para la
conversion hacia la malignidad y la carcinogénesis asi como para las
caracteristicas de invasividad, metastasis y farmaco-resistencia ®®. Ya que la
IL-6 se ha relacionado con los efectos entre inmunidad innata y adquirida en
los procesos inflamatorios, se ha asociado a carcinogénesis por ser uno de los
principales reguladores de la inflamacion cronica. Esta, condiciona un
microambiente favorable para el desarrollo de las células cancerigenas. Se ha
estudiado previamente la concentracion de esta citocina en diversos tipos de
neoplasias, encontrando niveles elevados de IL-6 en tumores pulmonares, de
mama, colén y neuroblastoma ©889,

En poblacion adulta, se considera anormal una concentracion de IL-6 mayor de
10 pg/ml. Particularmente, en relacién al neuroblastoma se han identificado
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niveles de esta citocina anormalmente elevados en casos de enfermedad
recurrente o enfermedad metastasica.

De acuerdo a la literatura, la IL-6 promueve el desarrollo y la viabilidad de los
neuroblastos por medio de sefializacion de las vias STAT-3, Erk ©?, por lo que
ha sido relacionado con factores de mal prondstico y severidad de la
enfermedad ©®V. Se han demostrado correlaciones entre los niveles elevados
de IL-6 en células mononucleares y caracteristicas clinicas de alto riesgo ©?,
por lo que su andlisis a futuro permitira hacer de esta citocina un factor

prondstico para los pacientes con neuroblastoma.

4.4 Polimorfismo -174 (G>C) del gen de IL-6

Un polimorfismo se define como una poblacién de mdltiples alelos de un
mismo gen, es decir se trata de una variacion en la secuencia de un gen
usualmente especifico en una poblacion. Los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP single nucleotide polymorphism) se definen como variaciones
en la secuenciacién del genoma que afectan a una sola base nitrogenada.
Actualmente, se han identificado polimorfismos de un solo nucleétido
implicados e diversos tipos de cancer.

La IL-6, se encuentra codificada en el brazo corto del cromosoma 7. Se
encuentra formado por 4 intrones y 5 exones, con una region promotora y tres
sitios identificados para la iniciacién dela transcripcion ©2.

Se han descrito previamente la existencia de algunos polimorfismos del gen de
la IL-6. Dentro de dichas variantes genéticas, el polimorfismo SNP -174 G>C
dentro de la region promotora del gen de la IL-6 se ha relacionado con
alteracion en la respuesta a las citocinas y con la presentacion clinica de
algunos tumores, especialmente neuroblastoma ©7.

Esta variacion genética se desarrolla por el cambio de una sola base
nitrogenada Guanina por Citosina, alterando la capacidad de transcripcion del
gen, estando directamente relacionada con los niveles plasmaticos de IL-6 ©2.

Se ha descrito previamente en la literatura la correlacion directa del SNP
-174(G>C) y el pronodstico y resultado clinico de pacientes con cancer de
mama. En donde mujeres homocigotos (GG) para dicho polimorfismo
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mostraron menor supervivencia libre de enfermedad y global ®?, otros autores
describieron que los pacientes con uno o mas alelos C presentaban mayores
tasas de supervivencia en contraste con los que presentaban homocigoto para
guanina ©".

En poblacion pediatrica se realizé una evaluacion de dicho polimorfismo en
poblacién japonesa que padecieran neuroblastoma, documentando que la
variante con Citosina presenta un incremento significativo en la actividad
transcripcional del gen comparado con los pacientes con variedad Guanina.
Por otro lado, se identificé que la presencia de niveles séricos incrementados
de IL-6 se relacionada de forma significativa con peores resultados clinicos a
largo plazo en los pacientes con diagndstico de neuroblastoma, sugiriendo el
uso de dichos niveles y SNP, como marcadores prondsticos para
neuroblastoma ©°).

El estudio del polimorfismo -174(G>C) del gen IL-6 no ha sido estudiado en
poblacion mexicana con diagndstico de neuroblastoma, por lo que el analisis
de la poblacién, la presencia de polimorfismos y su relacién con el grupo de
riesgo de estos pacientes toma relevancia al ver que en otras poblaciones

latinas se encontré como un factor de riesgo significativo.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El neuroblastoma es actualmente el tumor extracraneal mas frecuente
en la edad pediatrica, lo anterior ha llevado a la realizacion de profundos
estudios moleculares y citogenéticos que permitan comprender la biologia del
tumor. Estas caracteristicas biologicas le confieren al NB una amplia variedad
de presentaciones clinicas, histolégicas y de comportamiento que van desde
una enfermedad autolimitada y con regresién espontanea hasta enfermedades
sistémicas, invasivas y mortales.

A pesar de los avances en el conocimiento del cancer en pediatria, el
incremento en la supervivencia de los pacientes con neuroblastoma no ha sido
exponencial como en otras neoplasias como es el caso de la leucemia aguda,
lo anterior a pesar del amplio conocimiento que se tiene actualmente sobre su
comportamiento.

Independientemente de la mejoria en los esquemas quimioterapéuticos, mayor
disponibilidad de terapia de sostén, el desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas, como el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas,
anticuerpos monoclonales y terapia biolégica dirigida, el NB continua teniendo
una alta tasa de mortalidad, siendo considerado aun el tumor extracraneal mas
letal en la infancia.

Se ha documentado ampliamente en la literatura que las alteraciones

genéticas juegan un papel importante en la carcinogénesis del neuroblastoma,
teniendo una repercusion en la presentacion clinica, la respuesta al tratamiento
y el pronéstico de la enfermedad.
Actualmente el uso de herramientas de andlisis genético y molecular permiten
conocer las caracteristicas biolégicas del NB, pudiendo considerar estos
biomarcadores como factores pronésticos auxiliares, que en un futuro pudieran
ser considerados parte de las pruebas diagndsticas y de estadificacion, siendo
incluso candidatos para el desarrollo de nuevas terapias blanco.

Existe evidencia de la existencia de una estrecha relacion entre la

inflamacion crénica y el desarrollo del cancer, al jugar un papel importante en el
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microambiente tumoral, la proliferacion celular y al generar cambios a nivel
vascular.

La IL-6, una citocina ampliamente estudiada por su papel en el desarrollo y
mantenimiento de la inflamacion, se ha visto relacionada con diversos tipos de
cancer al encontrarse en niveles elevados en sangre incluyendo el
neuroblastoma, asociandose a mayor progresion e invasividad del tumor. Por lo
anterior, se ha considerado como un marcador de mal pronéstico. La
expresividad de dicha citocina se encuentra regulada a nivel genético, por lo
gue la presencia de polimorfismos puede tener una repercusion directa en la
presentacion del neuroblastoma y el resultado clinico de la enfermedad. El
polimorfismo -174 (G>C) ha sido estudiado anteriormente para conocer su
asociacion con el pronéstico de pacientes con neuroblastoma. Sin embargo, se
han descrito resultados contradictorios entre diferentes poblaciones y los
genotipos asociados a mal prondstico. Se ha reportado en poblacién
anglosajona el homocigoto GG como un marcador de mal prondstico, mientras
gue en poblacion italiana se documentd un resultado clinico desfavorable en
los pacientes homocigotos CC, contradiciendo los resultados anteriores. Estas
diferencias en los resultados, se pueden relacionar a diferencias genéticas
entre diversas poblaciones. Por lo anterior, es de suma importancia conocer en
la poblaciébn mexicana el comportamiento de la IL-6 y sus polimorfismos, asi
como el papel que juegan en el resultado clinico del NB.

Hasta la fecha, no existen estudios que evallen la presencia del polimorfismo -
147 (G>C) del gen de la IL-6 en poblacion pediatrica mexicana, su relacion con
los niveles séricos de IL-6 y la repercusion clinica y prondstica que estos
juegan en el neuroblastoma en México.

La determinacion de las caracteristicas genéticas de los pacientes con
neuroblastoma permitird a corto plazo poder realizar una estratificacion de la
enfermedad de acuerdo al riesgo no sélo conferido por caracteristicas clinicas
e histologicas, si no por las caracteristicas bioldgicas de cada paciente. Lo
anterior permitird ofrecer un tratamiento personalizado acorde al riesgo
disminuyendo la sobreestadificacion, la toxicidad innecesaria y las

comorbilidades secundarias al tratamiento.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existira una asociacion entre el polimorfismo -174 I1L-6 (G>C) y los niveles de
IL-6 en pacientes pediatricos con diagnéstico de Neuroblastoma en el Hospital
Infantil de México?

7. JUSTIFICACION

Existe evidencia que niveles altos en circulacién de IL-6 son un marcador de
mal prondstico en varios tipos de cancer incluyendo el NB, también se ha
descrito el papel de la IL-6 en el microambiente del NB promoviendo la
progresion y metastasis del tumor.

Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) regulan la expresion de IL-6 los cuales
pueden estar asociados al resultado clinico en pacientes con NB. Sin embargo
estudios previos han tenido resultados contradictorios en cuanto al genotipo
asociado; se ha reportado el genotipo GG como un marcador de mal prondstico
clinico y otros describen al genotipo CC asociado a un mal resultado clinico.
Estas divergencias pueden ser debidas a las diferencias genéticas de las
poblaciones estudiadas.

En la actualidad no se cuenta con frecuencias reportadas de dichos SNP’s en
poblacién mexicana. Sin embargo, datos previos sefialan que en el HIMFG tres
cuartas partes de los pacientes con NB presentan metastasis y los factores
pronésticos se basan hasta el momento en caracteristicas clinicas siendo
importante analizar si los niveles de IL-6 acompafiado a los resultados clinicos
pueden deberse a los polimorfismos genéticos -174 IL-6 (G>C) en pacientes

mexicanos con Neuroblastoma.
Este analisis de factores genéticos nos permitirA caracterizar de la mejor

manera a los pacientes, para en un futuro lograr una mejor opcién de

tratamiento.
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8.

1)

2)

3)

4)

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el polimorfismo -174 1L-6 (G>C) y los niveles de IL-6 en pacientes

pediatricos con diagndstico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México.

Objetivos especificos
Determinar las frecuencias de los -174 IL-6 (G>C) en poblacion pediatrica

mexicana con Neuroblastoma del HIMFG.

Analizar la asociacién entre -174 IL-6 (G>C) vy los niveles de IL-6 en
pacientes con Neuroblastoma.

Identificar si existe asociacion entre los niveles séricos de IL-6 con los grupos
de riesgo en pacientes con Neuroblastoma.

Determinar la asociacion entre los niveles séricos y el polimorfismo de IL-6
con la tasa de remision, recaidas tempranas y sobrevida global de los
pacientes con Neuroblastoma.

HIPOTESIS

Hipotesis verdadera

Los alelos variantes de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) impactaran
negativamente el pronostico de los pacientes con Neuroblastoma, entonces se
presentaran niveles altos de IL-6 en la circulacion asociandose con falla al

tratamiento y recaida.

Hipotesis nula
Los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) no se asociaran a niveles altos de IL-6 ni se
asociaran con la falla al tratamiento ni a recaidas o factores de mal prondstico

en pacientes con Neuroblastoma.
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10.METODOS

10.1 TIPO DE ESTUDIO
Se propone una estudio de cohorte que incluird pacientes pediatricos con
diagnostico de Neuroblastoma. Descriptivo y ambispectivo.

10.2 DISENO Y METODOLOGIA
UNIVERSO DE ESTUDIO:
Se incluiran todos los pacientes pediatricos de 0 a 18 afios de edad, de ambos
sexos, con diagnostico de Neuroblastoma, que durante dos afios se
diagnostiquen y sean tratados con los esquemas de quimioterapia adaptados al
riesgo, empleados en el tratamiento de los pacientes en el Hospital Infantil de
México Federico Gémez.

Utilizando los datos reportados del SNP -174 IL-6 (G>C) del genotipo GG
asociado significativamente a pacientes con Neuroblastoma de alto riesgo y
mal pronéstico ®”, se obtuvo un tamafio de muestra minimo con base en la
férmula para el calculo de tamafio de muestra para la estimacion de un riesgo

relativo, la cual es la siguiente:

n=1.96 (1-0.57)/0.57 + (1-0.43)/0.43 = 28.60 = 29
(In(1-0.5))?

Donde:

Zi-o2=1.96

P1 = proporcion de expuestos al factor de estudio que presentaron el evento de
interés. = 0.57

P,=La proporcion de no expuestos que presentaron ese mismo evento. = 0.43
Nivel de confianza o seguridad= 0.99

Precision relativa=0.5
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De acuerdo al célculo del tamafio de muestra en el presente estudio se
analizaran 29 pacientes pediatricos con Neuroblastoma.
METODOLOGIA

Procedimientos:
Diagndstico Neuroblastoma.- El diagnéstico de Neuroblastoma esta basado en

los hallazgos histopatolégicos en biopsias de tumor y morfolégicos en médula
Osea. Esta parte se hara de acuerdo con los procedimientos establecidos en el
Instituto.

Obtencion de las muestras

a) Sangre Periférica. Las muestras de sangre periférica empleadas para la
genaotipificacion de los polimorfismos genéticos, seran obtenidas por puncién
venosa 1ml (previo consentimiento y/o asentimiento informado), como parte de
las pruebas requeridas para el diagnéstico de los pacientes, teniendo la
precaucion de hacerlo antes de que el paciente haya sido transfundido o de
qgue hayan pasado al menos 3 meses desde la ultima transfusion. No se
realizard una puncion exclusivamente para el protocolo. Se realizara una Unica

toma de muestra al diagndstico.

b) Suero: Las muestras de suero empleadas para la determinacion de los niveles
de citocinas seran colectadas por puncion venosa 1ml (previo consentimiento
y/o asentimiento informado), de las muestras sobrantes que se obtienen al
momento del diagnostico como parte de las pruebas requeridas. No se
realizard una puncion exclusivamente para el protocolo. Se realizara una Unica

toma de muestra al diagndstico.

Seguimiento: Se realizara el seguimiento clinico de los pacientes tratados, por
un minimo de 12 meses después de concluido el tratamiento para evaluacion
de la respuesta al tratamiento, supervivencia libre de evento y supervivencia
global a 3 afios, mediante la recopilacibn de datos clinicos (respuesta a
tratamiento, estadio de la enfermedad, recaida, metastasis, estado actual etc.)
los cuales seran obtenidos del expediente clinico de cada paciente.
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Metodologia Experimental

Andlisis de los polimorfismos genéticos -174 IL-6 (G>C)
Extraccién de ADN:
El ADN se obtendra por el método de columna de acuerdo a las instrucciones

de la casa comercial (Qiagen, QlAamp DNA blood, midi kit), el DNA obtenido

es almacenado a -20°C hasta ser utilizado para la genotipificacion.

Genotipificacion:

La identificacion de estos polimorfismos se realizar4 mediante metodologias de
PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism)

Estos analisis utilizan pares de iniciadores que incluyen secuencias intrénicas y
exobnicas para asegurar la amplificacion de cada uno de los genes a estudiar y
no de un pseudogen. Se estandarizaran las condiciones 6ptimas de cada PCR
realizando curvas de concentracion de MgCI2, dNTP’s y temperatura de

alineacion.

El DNA gendmico se amplificara con los oligonucle6tidos 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 seré visualizado en un gel de agarosa al
2% tefiido con Bromuro de Etidio. Después de la amplificacion se realizara una
restriccion enzimética del producto de PCR mediante una endonucleasa de
restriccibn especifica para cada polimorfismo a estudiar. Durante la
estandarizacion de las técnicas de PCR se identificaran muestras positivas
para cada uno de los polimorfismos y estos seran utilizados como controles en
la genotipificacion. En cada uno de estos controles se confirmara la presencia

del polimorfismo mediante secuenciacion automéatica.
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Andlisis de la citocina IL-6 por el método de ELISA.

La produccién de las citocinas se realizara en muestras de suero de los
pacientes aplicando el método de ELISA tipo sandwich utilizando anticuerpos
de captura y de deteccion (kits comerciales (BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA), para cada citocina). El protocolo para cada ensayo de ELISA se
realizard de acuerdo a las indicaciones de la manufactura; brevemente las
placas de ELISA (Costar) seran tratadas con 100ul de anticuerpo de captura en
dilucion 1:250 de cada citocina (en solucién amortiguadora de carbonatos pH
9.2) y se incubaran toda la noche a 4°C. Posteriormente se removera el
anticuerpo de captura, por lavados programados en un lavador automatizado
de ELISA. Después seran adicionados a cada pozo 100ul de solucion de
bloqueo (SFB al 10% en PBS) y se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente. Al final de la incubacion, las placas seran lavadas 3 veces con 300ul
de la solucibn de lavado (PBS/ tween al 0.05%). Posteriormente, los
estandares de citocinas y muestras seran adicionados a cada pozo
correspondiente y nuevamente incubados por 2 horas a temperatura ambiente.
Después de una serie de cinco lavados, se adicionara anticuerpo de deteccion;
asi como conjugado de streptoavidina-horseradish peroxidasa (diluciéon 1:250
respectivamente) y se incubaran por 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, después de 7 lavados se adicionara la solucion sustrato TMB
(SustrateReagent Set BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) y se incubaron
por 30 minutos protegidos de la luz. Al final se agregaron 50ul de solucion de
paro (H2SO4 2N). La absorbancia sera leida en lector de ELISA a una longitud
de onda de 450 nm y la concentracion de citocinas sera calculada usando la
curva estandar expresada como pg/ml. A la par se evaluaron sueros de

testigos no relacionados con pacientes de Neuroblastoma.
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10.3 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

Criterios de Inclusion

Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios de edad, de ambos sexos, con
diagndstico de Neuroblastoma.

Pacientes sin ningun tratamiento previo.

Que acepten participar en el estudio previa firma de consentimiento informado

y/o asentimiento.

Criterios de exclusioén

Inmunodeficiencias adquiridas.

Criterios de eliminacion

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

Falta de datos del expediente clinico.

Abandono temprano de tratamiento.

51



11.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 Investigacion para la Salud.

Es un estudio con riesgo minimo debido a que en una sola ocasién se tomaran
2 ml de sangre periférica de pacientes pediatricos con diagnéstico de
Neuroblastoma. Esta toma no altera el tratamiento. Ademéas 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 deberan contar con la carta de
consentimiento informado anexa, firmado previamente por padre o tutor, y

ademas la carta de asentimiento en aquellos pacientes mayores de 8 afios.

Derechos y Respeto de los Participantes:

Todo tipo de personas es elegible para participar en estudios de investigacion.
Los voluntarios pueden ser adultos, nifios, individuos saludables o enfermos.
Cada estudio posee una serie de criterios especificos que determinan quién es
elegible para participar. Las personas que deciden participar en un estudio de
investigacion pueden hacerlo con la esperanza de mejorar su propia salud, o

para ayudar a los investigadores a obtener nuevos conocimientos cientificos
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referentes a la causa, tratamiento o prevencién de enfermedades. Algunas
personas podran beneficiarse directamente al participar en un estudio, por
ejemplo en el caso de que una droga utilizada que pruebe ser efectiva. Otras
personas pueden no obtener ningun beneficio directo, pero su participacion
podra ser un aporte para aumentar el conocimiento necesario para ayudar a
otros en el futuro. Como participante de un estudio de investigacion le estan
garantizados ciertos derechos, para asegurarle que seré tratado de forma ética
y respetuosa. Algunos de estos derechos basicos, estan incluidos en la carta
de consentimiento informado; y se le explicara en lenguaje ciudadano que el

participante de esta investigacion tiene el derecho a:

* Ser tratado con respeto.

» Conocer los riesgos envueltos en el estudio.

» Conocer las alternativas disponibles.

* Retirarse del estudio sin sufrir ninguna penalidad.

» Tomar su decision sin sentir ninguna presion por parte de los investigadores.

» Conocer el nombre, las referencias y las informaciones para contacto del

Investigador

Principal.

» Conocer el propésito del estudio.

» Saber quién tendra acceso a su informacion.

» Saber qué procedimientos podran ser realizados y qué drogas seran usadas.
 Buscar ayuda o clarificaciones adicionales durante el proceso de

consentimiento informado, o en cualquier etapa del estudio.

En el presente proyecto, se citaron en la carta de consentimiento informado y
asentimiento  informado, algunos de los puntos anteriores referentes al
derecho y respecto de los participantes.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD:

Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos (RPBI)
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Se manejaran muestras sangre y suero, que seran procesadas en el
Laboratorio de Oncologia. Este tipo de muestra se clasifica como agente
biolégico-infeccioso.Los desechos originados, se manejaran y trataran con
base en la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

Los restos de sangre y suero se desechan en contenedores rigidos de
polipropileno color rojo, los desechos sélidos como tubos, torundas, gasas y
guantes empapados con cualquier fluido bioldgico infeccioso seran colocadas
en bolsa roja y el material desechable utilizado para su manejo (jeringas,
agujas, etc.) sera colocado en contenedores punzocortantes. Todo este
material permanecera en el laboratorio de oncologia, hasta ser recolectado por
el personal de control de medio ambiente destinado para el transporte del RPBI
en cada semana o cada tres dias, en caso de que los contenedores estuvieran
llenos a 2/3 partes de su capacidad dependiendo de la cantidad generada..

Las muestras tomadas en el HIMFG se haran por personal capacitado en la
sala de Hemato-Oncologia. El procesamiento de las muestras se realizaran en
el laboratorio de Oncologia por personal capacitado, con el uso de equipo de
proteccion como guantes, cubrebocas y utilizando campana de flujo laminar.
Residuos Especiales.

El material utilizado que no corresponda a material bioldgico infeccioso o no
este empapado de algun fluido infeccioso como hisopos, guantes, cubrebocas
y gasas se desechara en los botes de basura para residuos especiales dentro
de bolsas de plastico transparente. El Departamento de Control del Medio
Ambiente recolectard las bolsas de plastico y las llevara a un almacén
provisional, en donde permaneceran hasta que sean recogidos por la
compafia contratada por nuestro hospital, misma que se encarga de su

disposicion final.

Residuos Quimico Peligrosos con clasificacion CRETI

Los desechos quimico peligrosos generados se manejaran con base en las
normas, NOM-052-SEMARNAT-2005, NOM-053-SEMARNAT-1993, NOM-118-
STPS-2000.

En el proyecto se utilizardn materiales como Etanol (Inflamable), residuos
productos de extracciéon de ADN por medio del QIAamp DNA blood, midi kit de
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12.

13.

Qiagen y Bromuro de Etidio (Téxico). Estos se desechan de acuerdo al manual,
de procedimientos del laboratorio, por separado en un contenedor rigido sin
color especifico resistente a la sustancia que contendra, hasta ser llenado a un
75% de su capacidad, estos son recolectados cada 15 dias o cada semana por
el personal especial del departamento de control de medio ambiente encargado
de recolectar residuos CRETI, para su inactivacion y disposicion final. El
contenedor debe ser rotulado con el nombre y tipo de desecho, caracteristicas
del desecho, nombre del area generadora, fecha de inicio y termino de
almacenamiento, nombre de la persona que entrega al almacén temporal y
nombre de la persona responsable de la recepcién al almacén temporal.

Las puntas, pipetas y/o jeringas impregnadas de sustancias con clasificacion
CRETI se desechan como material punzante o punzocortante segun sea el
caso, en un contenedor rigido y rotulado como material contaminado con
sustancias CRETI, especificando el nombre y tipo de desecho, caracteristicas
del desecho, nombre del area generadora, fecha de inicio y termino de
almacenamiento, nombre de la persona que entrega al almacén temporal y
nombre de la persona responsable de la recepcién al almacén temporal.

Los residuos sélidos quimico peligrosos (geles de agarosa, guantes y gasas
con Bromuro de Etidio) se colocan en contenedores o bolsas rotuladas como
material contaminado con Bromuro de Etidio, especificando el nombre y tipo
de desecho, caracteristicas del desecho, precauciones de manejo, nombre del
area generadora, fecha de inicio y termino de almacenamiento, nombre de la
persona que entrega al almacén temporal y nombre de la persona responsable

de la recepcion al almacén temporal.

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de estadistica descriptiva realizando calculo de
frecuencias de los genotipos y por cada alelo asi como de las caracteristicas
clinicas de la poblacion de estudio.

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

Dependiente: Neuroblastoma
Independientes:
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Genotipo de los SNP analizados (-174 IL-6 (G>C)
Niveles séricos de IL-6

Variables de Control (confusoras):

Edad del paciente

Sexo
Tabla 15. Descripcion de variables.
Variable Tipo de | Definicién Definicion Escala de Medicion
variable conceptual operacional
Neuroblastoma | Cualitativa Es un tumor maligno | El diagnostico sera | Categdrica
nominal extracraneal determinado  por | policotémica:
policotbmica: | derivado de las | caracteristicas 1)NB de alto riesgo
células primordiales | clinicas e | 2)NB de riesgo
de la cresta neural. histopatolégicas. intermedio
3) NB de Bajo riesgo.
Cualitativa Informacién de | Dato obtenido por
Genotipo nominal caracteristicas medio de un | Categoérica :
policotémica genéticas qgue | analisis de | Homocigoto silvestre,
tenemos los seres | laboratorio Heterocigoto
humanos. Formado | EI genotipo sera | Homocigoto variante
para cada gen por | determinado
dos alelos (silvestre | mediante una
y variante). prueba de
laboratorio (técnica
de PCR-RFLP).
Niveles de | Cuantitativa Moléculas efectoras | Datos obtenidos a | Numérica (de razén)
Citocinas numérica de la respuesta | través de una
continlda inmune inducidas a | prueba de
un estimulo | inmunoensayo
especifico.
Edad Cuantitativa Termino que se | Nimero de afios | Numérica
discreta. utiiza para hacer | cumplidos
menciéon al tiempo
qgue ha vivido un ser
vivo desde su
nacimiento.
Sexo Cualitativa Caracteristicas Identificacion en el | Nominal dicotomica:
dicotémica fenotipicas de los | expediente clinico | 1) Mujer, 2) Hombre
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individuos que los | del dato de género
agrupan en hombre | registrado.

0 mujer.

14. RESULTADOS

Poblacién
inicial=18

2 Defunciones

pacientes vivos = 61% femenino
16 39% masculino

Primario
mediastinal

3 casos

Primario
paravertebral

5 casos

Primario
suprarrenal

5 casos

Primario
ganglionar 1 caso

Sin primario
identificado 1 caso

Primario
retroperitoneal
3 casos

Se revisaron 18 casos de pacientes pediatricos con diagnéstico de
neuroblastoma tratados en el Hospital Infantii de México Federico Gémez
durante el periodo comprendido de enero de 2016 y mayo de 2017.
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Se reclutdé una poblacién con una distribucion del 61.1% femenino y 38.8%
masculino (11 y 7 casos respectivamente). Con una relacion hombre: mujer de
1:1.5.

Con respecto a las caracteristicas de la poblacion (Tabla 16) se documentd
una distribucidbn por grupo etario con predominio en los lactantes y
preescolares representando el 72% de la muestra, con 11.1% de casos en el
periodo neonatal y 11.1% en poblacion escolar.

Por otro lado, podemos agruparlos de acuerdo a la edad de riesgo,
encontrando 10 casos menores de 18 meses (55.5%) y 8 casos mayores de 18
meses (44.4%), con un rango de edad desde el periodo neonatal hasta los 9

anos de edad.

Clinicamente, con respecto a la presentacién el 44% presentaron algun
sindrome paraneoplasico, siendo el mas frecuente el sindrome de Horner con
3 casos, Sindrome de Kinsbourne con 2 casos, 1 sindrome de Pepper y uno de
Huntignton.

Al diagnéstico se presentaron 3 casos como masa mediastinal (16.6%), 5
casos con tumor primario paraespinal (27.7%), 3 tumores retroperitoneales
(16.6%), 5 tumores suprarrenales (27.7%) y finalmente 2 casos sin primario
conocido uno metastasico a hueso y uno ganglionar.

Diez de los pacientes se presentaron con enfermedad metastasica al momento

del diagnéstico representando un 55.5% de la poblacién.

Dentro del abordaje diagndstico, unicamente el 55% de los pacientes cuentan
con catecolaminas en orina. El diagnéstico por imagen se realiz6 por medio de
resonancia magnética en 4 casos (22%), tomografia axial computada en 15 de
los casos (83.3%).

La realizacion de gammagrama con MIBG como parte del abordaje diagnéstico
se llevo a cabo en 13 casos (72.2%), encontrandose positivo en todos estos
casos.

El gammagrama con Tc99 para identificacion de lesiones éseas se realizo en
15 casos (83.3%), con resultado positivo en 10 de estos.
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Unicamente se cuenta con determinacion de N-MYC en 1 caso, con resultado

negativo.

Los diagnésticos incluyeron principalmente casos de enfermedad avanzada en

un 72.1% con estadios 3 0 4 de la INSS y Unicamente 27.7% en etapa 1 y 2.

Ningun caso cumplio criterios para estadio 4S.

En la distribucidon de acuerdo a la estadificacion del INRG se encontr6 menor

discrepancia entre los grupos, con un 22.2% de los casos en estadio L1, y

33.3% en estadio L2 y 44.4 en estadio M, sin reportar ningin caso MS,

coincidiendo con mayor incidencia de los estadios avanzados.

Tabla 16. Descripcion de la poblacion

Factor N %
Edad al diagnéstico
Neonatal 2 11.1
Lactantes 7 38.8
Preescolares 6 33.3
Escolares 2 11.1
Edad como factor
de riesgo
<18 meses 10 55.5
> 18 meses 8 44.4
Genero
Masculino 7 38.8
Femenino 11 61.1
Estadio INSS
1 3 16.6
2 2 11.1
3 5 27.7
4 8 44.4
4S 0 0
Estadio INRG
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L1 4 22.2
L2 6 33.3
M 8 44 4
MS 0 0
Histologia
Indiferenciado 1 55
Poco diferenciado 7 38.8
Bien diferenciado 5 27.7
En diferenciacion 3 16.6
No especificado 2 11.1
Estratificacion de
riesgo
Bajo 4 22.2
Intermedio 5 27.7
Alto 9 50
Sindromes
paraneoplasicos
Si 8 44 4
No 10 55.5
Estado actual de la
enfermedad
En vigilancia 10 55.5
2° neoplasia 1 5.5
Neoadyuvancia 2 11.1
Adyuvancia 0 0
Post TCPH 3 16.6
Defuncidon con 1 55
respuesta completa
Defuncion por 1 5.5

enfermedad
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La estratificacion de acuerdo al riesgo se llevé a cabo con base en los datos
anteriores, se estratifico a un 50% dentro del grupo de alto riesgo, 27.7%
dentro del grupo de riesgo intermedio y 22.2% dentro del grupo de bajo riesgo.

En el Hospital Infantil de México Federico Gomez se utiliza un esquema de
tratamiento basado en los esquemas del POG 8104 y 8441, para etapas 1-2 y
3-4 respectivamente, con base en el riesgo.

PACIENTES DE ALTO RIESGO

Los pacientes que recibieron protocolo de alto riesgo representaron el 50% de
la poblacion (9 casos) de los cuales 7 pacientes recibieron quimioterapia
neaoadyuvante, representando el 77% de este grupo, recibiendode 1 a 6
ciclos. Recibieron quimioterapia adyuvante 5 de los casos (55%) desde 1
hasta 10 ciclos de quimioterapia. Uno de los pacientes amerito inicio de una
segunda linea de tratamiento, dos continlan en manejo neoadyuvante y tres
pacientes recibieron consolidacién con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas de tipo autélogo, recibiendo terapia de mantenimiento, de los
cuales una paciente continla en manejo con acido 13-cis-retinoico.

Dentro de este grupo 7 de los 9 casos se presentaron como enfermedad
metastasica al diagndstico, 5 se presentaron con histologia desfavorable y en
dos casos no se definio el grado de diferenciacion histolégico.

Actualmente, 5 pacientes que corresponde al 55% de este grupo se encuentran
en vigilancia incluyendo a los 3 pacientes post-trasplante. Un solo caso
continla en tratamiento neoadyuvante y un paciente se encuentra en
tratamiento por cursar con una segunda neoplasia (leucemia aguda
linfoblastica de alto riesgo) posterior al inicio de vigilancia. Se presentaron en
este grupo dos defunciones, una asociada a la enfermedad de base y otra por
complicaciones infecciosas.

GRUPO RIESGO INTERMEDIO

El grupo de riesgo intermedio se conformé por 5 pacientes, representando el
27.7% del total de la poblacién, de los cuales 4 recibieron quimioterapia
neoadyuvante de 1a 4 ciclos.

De este grupo, el 60% recibieron quimioterapia adyuvante de 1 a 4 ciclos. Uno
de estos pacientes continla en manejo neoadyuvante.

Tres de estos 5 casos se presentaron como enfermedad metastasica al
diagndstico. Con respecto al grado de diferenciacion histolégica como factor de
riesgo, dentro de este grupo se documentaron 2 casos con histologia
diferenciada, dos en proceso de diferenciacién y uno poco diferenciado.
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Actualmente de este grupo el 60% se encuentran en vigilancia, el 20%
continua en tratamiento aun sin evaluacién para determinar la respuesta de la
enfermedad y un solo caso abandoné el seguimiento

GRUPO BAJO RIESGO

Se observaron 4 pacientes estadificados como de bajo riesgo representando el

DETERMINACION DE POLIMORFISMO -174 (G>C) DE LA IL-6

Para la determinacion del gen de la IL-6 se llevo a cabo extraccion del ADN por
el método de columna de acuerdo a las instrucciones de la casa comercial
(Qiagen, QlAamp DNA blood, midi kit), el DNA obtenido es utilizado para la
genatipificacion.

Para llevar a cabo la genotipificaciéon e identificacion del polimorfismos se
realizé mediante metodologias de PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment

Length Polymorphism).

En la figura 3 y 4 se observa una electroforesis con los productos de PCR para
el genes de la IL-6. En la figura 4 se observa la digestion del producto de PCR
del gen IL-6 con la enzima de restriccion Nla lll, para la determinacion del
genotipo del SNP -174 G>C.

Figura 3A: Se muestran productos de PCR para el gen IL-6 de 305 pares de
bases (carril 1 al 5), MPM corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb
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Figura 3B: Se muestran productos de PCR para el gen IL-6R de 524 pares de
bases (carril 1 al 5), MPM corresponde al marcador de peso molecular de 100
pb.

Figura 4 : Se muestran la digestion del gen IL-6 con la enzima Nla lll para la
determinacion del SNP -174 1L-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 pby 75 pb) y el
genotipo CC en el carril 3 (121 pb y 75 pb).

GENOTIPIFICACION DE LOS PACIENTES

Se determiné el genotipo del gen IL-6 (SNP -174 (G>C), en 18 pacientes con
Neuroblastoma y 18 controles sanos.

» Se identificé el genotipo homocigoto silvestre (GG) en 12 pacientes
(66.7%) con Neuroblastoma y en 4 pacientes sanos (22.2%).
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 El genotipo heterocigoto (GC) se encontr6 en 6 pacientes con

Neuroblastoma (33.3%) y en 6 de los pacientes sanos (33.3%).

* EI

genotipo homocigoto variante (CC) no se encontré0 en pacientes
enfermos y se observo en 8 individuos sanos (44.5%).

Tabla 17 : 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 Frecuencia %
pacientes n=18 sanos n=18
GG 12 66.7% 4 22.2%
GC 6 33.3% 6 33.3%
ccC 0 0 8 44.5 %

» Las frecuencias alélicas en pacientes con Neuroblastoma para el alelo G
fue de 83.3% y 16.7% para el alelo C.

* En los pacientes sanos las frecuencias alélicas fue del 38.9% para el
alelo Gy 61.1% para el alelo C.

Tabla 18 : 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 Frecuencia %
alelos n=36 sanos n=36
G 30 83.3% 14 38.9%
C 6 16.7 % 22 61.1%
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RESULTADOS DETERMINACION DE NIVELES DE IL-6 EN SUERO

Para el analisis de IL-6 en suero se eliminaron 4 muestras por
considerarse muestra insuficiente. Se analizaron un total de 14 muestras de
sangre periférica de nifios sanos utilizados como controles, los niveles séricos
de IL-6 en este grupo control fueron indetectables. En los 14 pacientes con
Neuroblastoma analizados los niveles de IL-6 fueron de indetectables a 3,410
pg/mL.

Curva tipo de referencia para la determinacion de niveles de IL-6 en suero

rh IL-6
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15.DISCUSION

De acuerdo a lo reportado en la literatura se ha observado que existe 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
(83.3%) el cual ha sido reportado con mal prondstico, 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 estadificacién de riesgo (alto, intermedio y bajo riesgo) ya que todos los
pacientes presentaron al menos un alelo G considerado de mal prondstico.

Es importante mencionar que ninguno de los pacientes analizados presento el
genotipo CC el cual ha sido asociado con mejor prondstico, mejores tasas de
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

Es importante mencionar que no contamos con las pruebas moleculares
(amplificacién de N-Myc o delecion del 11q) necesarias para la estadificacion por lo
gue en nuestro instituto la determinacion del prondstico se establece en relacion a
los factores clinicos e histopatoldgicos.

Por otro lado al analizar las frecuencias de genotipos para el SNP-174 (G>C)
de los pacientes con neuroblastoma, en comparacién con los individuos sanos
utilizados para la estandarizacion de la técnica se encontré una marcada diferencia
entre la frecuencia por genotipo para este SNP, 66.7% de los pacientes con
Neuroblastoma presentaron el genotipo GG en comparacién con 22.2% en
poblacién sana, la frecuencia para este genotipo es un poco mayor comparada con
la reportada por Lagmay y cols (57.3% para GG) en un estudio realizado en 96
pacientes con Neuroblastoma. Ademéas en la cohorte de pacientes analizada no
encontramos genotipo CC y en la poblacion sana la frecuencia fue de 44.5% para
CC, siendo este reportado en la literatura como de buen prondstico. Esta relacion
se observo claramente en el andlisis de frecuencias por alelo ya que los pacientes
con Neuroblastoma presentaron una frecuencia de 83.3% para el alelo G en
comparaciéon con los individuos sanos en los que se presenté una frecuencia del
38.9%, esto nos indica que el SNP-174 (G>C) puede ser un posible biomarcador de
riesgo a Neuroblastoma en poblacién mexicana.

El andlisis de los niveles de IL-6 reportados en la literatura para pacientes con
Neuroblastoma va de indetectable hasta 90 pg/mL, en este analisis no se
dientificaron niveles elevados de IL-6 en ninguno de los controles sanos evaluados,
todos reportando niveles indetectables de IL-6. Con respecto a la cohorte estudiada
se evaluaron 14 pacientes ya que 4 muestras fueron consideradas insuficientes
para el analisis de la citocina. Dentro de los evaluados se reportdé un nivel de IL-6
indetectables en el 85.7% de los casos, independientemente de su genotipificacién,
caracteristicas clinicas o estado de la enfermedad.
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Se reportaron dos casos con elevacion de IL-6, el primero de ellos con un nivel de
112.5 pg/mL con valor por encima de lo reportado en la literatura. Esta una
paciente con enfermedad controlada, diagnosticada inicialmente con un
neuroblastoma paraespinal metastasico, con histologia desfavorable con presencia
de indice de mitosis/cariorrexis bajo y poco diferenciado quien presenta sindrome
de Horner y quien se consolidd con trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas autodlgo y quien actualmente continla su mantenimiento con acido
13-cis-retinoico. Esta paciente con reporte de genotipo GC.

El segundo caso reportado con elevacion de IL-6 llama la atencion por encontrarse
muy por encima de lo reprtado en la literatura, con un nivel sérico de IL-6 en 3,410
pg/mL. Llama la atencién que en el caso de esta paciente al momento de la toma
de IL-6 presentaba sindrome de Kinsbourne activo, la paciente inicialmente
diagnosticada con un neuroblastoma suprarrenal izquierdo. Se observd que al
diagnoéstico se consideré de bajo riesgo al presentar una histologia favorable,
reportada como diferenciado, no contamos con reporte histopatolégico del indice de
mitosis/cariorrexis. Dicha paciente presentd un genotipo GC. Actualmente se
considera a la paciente en vigilancia del neuroblastoma desde 2 afios previo a la
medicion de IL-6. Consideramos que la elevacion de IL-6 puede encontrarse
asociada a sindromes paraneoplasicos en el neuroblastoma, ya que ambas
pacientes presentan un sindrome paraneoplasico activo durante la cuantificacion de
IL-6, sin emabrgo no se encontraron reportes en la literatura que asociaran los
niveles séricos de citocinas con la actividad paraneoplasica del Kinsbourne.
Actualmente la paciente se encuentra con enfermedad controlada, en tratamiento
con ciclofosfamida, gammaglobulina y esteroide.

No se encontraron reportes en la literatura de niveles de IL-6 tan elevados como los
documentados en este estudio en pacientes con diagnostico de neuroblastoma. Lo
anterior, abre nuevas lineas de investigacion para documentar el papel que juegan
estas citocinas en los sindromes paraneoplasicos y otras manifestaciones de
actividad tumoral. Igualmente que ambas pacientes presentaron un genotipo GC,
con un alelo de mal prondéstico como comentado previamente.

Es importante considerar por otro lado, que la adecuada estadificacion de estos
pacientes permite la administracién de un tratamiento mas personalizado y dirigido
al riesgo, lo que disminuira a corto, media y largo plazo las comorbilidades
asociadas a la administracion de quimioterapia. Por lo que de acuerdo a la revision
realizada, es necesario estandarizar los criterios de evaluacién de la respuesta, asi
como actualizar estos para seguir los estandares internacionales. Esto permitira
estratificar de manera mas adecuada a los pacientes logrando ofrecer un
tratamiento personalizado con disminucion de toxicidad y comorbilidades, como 2°
neoplasias y efectos tardios en los supervivientes.

67



Para llevar a cabo una adecuada estadificacién se requiere una estandarizaciéon del
proceso diagnéstico y de seguimiento, integrar al diagnostico las técnicas de
biologia molecular. En la realizacion de este estudio observamos que es necesario
incrementar la descripcién histopatologica para definir de forma adecuada el grado
de diferenciaciéon asi como el indice de mitosis/cariorexis. Ademas como se
menciond previamente hasta la fecha no contamos con determinacion de la
amplificacion del N-MYC ni delecién del 11q.

El presente es el primer estudio en analizar frecuencias de estos SNP’s en
poblacion 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 progresion de la enfermedad por lo cual es necesario continuar
con el analisis de los polimorfismos -174 G>C en poblacion mexicana con
Neuroblastoma incluyendo una mayor cantidad de pacientes, ademas de analizar
los niveles de IL-6 en suero, asi como comparar dichos resultados con los factores
de riesgo establecidos en los criterios internacionales como es la amplificacion del
N-Myc y niveles de ferritina, para poder establecer el papel pronéstico de estos
polimorfismos.

16. CONCLUSION

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

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

» Es necesario incluir un mayor cantidad de pacientes para determinar el
impacto pronostico de los polimorfismos -174 IL-6 (G>C) y niveles de IL-
6.

17.LIMITACION DEL ESTUDIO
El periodo de tiempo para llevar a cabo el seguimiento y evaluar supervivencia
libre de evento y enfermedad.
La incidencia de la enfermedad es baja, lo cual limita la poblacién de estudio.
En el Hospital Infantii de México Federico GOmez no se cuenta con
determinacion de la amplificacion del N-MYC en el tejido del neuroblastoma,
por lo cual no es posible estandarizar los factores prondsticos como se lleva a

cabo en otros paises que tratan esta enfermedad.
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18. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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1. ANEXOS

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

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

Estamos invitando a su hijo(a) a participar en este estudio de investigacion médica que se lleva
a cabo en el Hospital Infantil de México Federico-Gomez, en el departamento de Hemato-
Oncologia.

El estudio tiene como objetivo estudiar la informacién de las células de su hijo (a) y asociarlo
con la evolucion del tratamiento que le realizaran a su hijo (a).

JUSTIFICACION:

El Neuroblastoma es una enfermedad que afecta a nifios y tiene diferentes caracteristicas, en
algunos casos se cura facilmente y en otros casos puede ser dificil su tratamiento el cual puede
no funcionar.

Debido a que la informacién de algunas células puede estar relacionada con el desarrollo de la
enfermedad y que las células malas lleguen a otras zonas del cuerpo. Es por ello que la
informacion que se obtenga como resultado de este estudio nos dara datos que podran ayudar
a clasificar mejor a los pacientes y lograr en un futuro dar una mejor opcién de tratamiento para
nifios en la situacién de su hijo (a).

Su hijo(a) es candidato a participar en este estudio, su participacibn es completamente
voluntaria y debe ser autorizada por los padres o tutores.

Siéntase con absoluta libertad y confianza de hacer las preguntas que desee sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Derecho y respeto de los participantes: La participacion de su paciente en el estudio es
enteramente voluntaria y usted como su tutor es libre de rehusar tomar parte o abandonar en
cualquier momento el estudio, sin afectar ni poner en peligro la atencion médica futura. Ademas
tiene usted derecho a ser tratado con respecto a conocer el proposito del estudio y retirarse de
el sin ninguna presion de los investigadores.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION.

TITULO DEL ESTUDIO:

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

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 implica riesgo minimo 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 participacion 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 obtencién de la muestra de sangre de
su hijo(a), se le realizara 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 tendrdn ningln costo para el
paciente.

e Se realizara una sola toma de 2 ml de sangre (aproximadamente 1 cucharadita) de los
tubos utilizados para sus pruebas rutinarias.

* Se mantendra en secreto la informacion relacionada con su persona.

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

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

e Usted tendrd acceso a la informacion 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 conduccion de este
estudio, puedo discutirlo con los investigadores el Dr. Luis Enrique Juarez Villegas y la Dra.
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Gabriela Hernandez 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 voluntaria en la participaciéon de mi hijo(a) en este estudio, el dia del
mes de del 2017 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
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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 IL-6 en pacientes pediatricos con
diagnostico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México”

Nombre del paciente: Edad:

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

Objetivo:
El estudio tiene como objetivo estudiar la informacién de las células de tu sangre y asociarlo
con el resultado del tratamiento que te realizaran.

Justificacion:

El Neuroblastoma es una enfermedad que afecta a nifios y tiene diferentes caracteristicas, en
algunos casos se cura facilmente y en otros casos puede ser dificil su tratamiento el cual puede
no funcionar.

Debido a que la informacién de tus células pueden estar relacionados con el desarrollo y que
las células malas lleguen a otras zonas de tu cuerpo. Es por ello que los datos que se obtenga
como resultado de este estudio daran informacién que podra 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.

Derecho y respeto de los participantes: Tu participacion en este estudio es completamente
voluntaria y tanto tu como tus padres o tutores son libres de negarse a tomar parte o
abandonar en cualquier momento el estudio, sin afectar ni poner en peligro tu atencién médica
futura. Ademas tienes derecho a ser tratado con respecto a conocer el propésito del estudio y
retirarte de el sin ninguna presion de los investigadores.
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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 IL-6 en pacientes pediatricos con
diagnéstico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México”

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 realizarq 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 realizara una solo toma de 2 ml de sangre (aproximadamente 1 cucharadita) de los
tubos utilizados para tus pruebas rutinarias.

¢ Se mantendra en secreto la informacién relacionada con tu persona.

¢ En cualquier momento puedes retirarte del estudio sin que esto afecte tu tratamiento.

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

e« Podras conocer los resultados que se obtengan como parte del estudio y esta
informacion te la dara el investigador.

« 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
Hernandez 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
, 2017 en la Cd. de México.
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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
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