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. RESUMEN.

Antecedentes: El Neuroblastoma (NB) es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en la
infancia, se caracteriza por una evolucién clinica heterogénea que va desde una progresion
rapida a una regresion tumoral espontanea. Sin embargo, existe una variedad de tumores
neuroblasticos altamente malignos y agresivos que tienen una mala respuesta a los esquemas
terapéuticos convencionales. Se han realizado estudios en los cuales se observa que la
génesis del Neuroblastoma esta relacionada con alteraciones genéticas como diversos
polimorfismos en citocinas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF a y B) los cuales podrian estar
asociados a factores de riesgo y pronéstico. La IL-8 es una citocina proinflamatoria producida
por varias células, la cual tiene diversas funciones biolégicas importantes en la formaciéon de
tumores como la migracion celular, la angiogénesis y el desarrollo de metastasis;
considerandose como un factor de riesgo en el control del Neuroblastoma. La IL-8 activa vias
efectoras que interactian de forma activa con el proceso de génesis tumoral. Esta relacionada
con la activacion de la cascada de sefalizacion JAK/STAT produciendo fosforilacion y
activacion de factores de transcripcion STAT que se encargan de regular la proliferacion celular
y apoptosis. Por lo que se ha propuesto que esta interleucina tiene capacidad de inhibir la
angiogénesis del Neuroblastoma y limitar el tamafio del tumor. Por otro lado, también se
propone que actia de forma estimulante sobre el microambiente celular promoviendo
progresion celular y metastasis. Por lo tanto es importante medir y validad los niveles de IL-8
asi como los polimorfismos asociados para poder comprender las bases biologicas de la
enfermedad, identificar posibles biomarcadores pronéstico y determinar el éxito o el fracaso del
tratamiento con el fin de brindar una terapia dirigida e incremento en la sobrevida.

Planteamiento del Problema: El NB presenta caracteristicas clinicas que van desde la
regresion espontanea a tumores altamente agresivos con mala respuesta terapéutica. La
supervivencia de los pacientes que tienen tumores metastasicos no es alta, siendo las
metdastasis la principal causa de muerte. El crecimiento, invasion y metastasis de un tumor
requiere de angiogénesis y la IL-8 tiene un papel importante en este proceso, ya que esta
implicada en la infiltracion de leucocitos, la neovascularizaciéon y la angiogénesis, procesos que
preceden a la invasién y metastasis de las células tumorales. La IL-8 desencadena la
activacion de una cascada de citocinas proinflamatorias que promueven la angiogénesis y la
supervivencia celular al igual que el potencial metastasico del tumor primario. La IL-8 activa la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) promoviendo la angiogénesis y
asi el crecimiento descontrolado de las células tumorales.

Justificacion: Tres cuartas partes de los pacientes con NB que se diagnostican en el HIMFG
presentan metastasis. Existe evidencia que la expresién aumentada de IL-8 en la vascularidad
de diversos tumores puede ser un importante factor de riesgo, debido a su participacion en los
mecanismos de angiogénesis que tienen un papel critico en la progresion y metastasis del
Neuroblastoma. Por lo tanto, es importante evaluar el resultado clinico y la asociacién entre
esta interleucina y el pronéstico de los pacientes con la finalidad de brindar una terapia dirigida
que genere incremento en la sobrevida.

Objetivo: Identificar y determinar la asociacion del polimorfismo -251 A/T de IL-8 y el riesgo en
una cohorte de pacientes pediatricos con diagnostico de Neuroblastoma en el Hospital Infantil
de México.

Hipoétesis: El polimorfismo -251 A/T impactara negativamente el pronéstico de los pacientes
con Neuroblastoma, asociandose con falla a tratamiento y recaida.

Metodologia: Estudio de cohorte retrospectivo en pacientes pediatricos con diagnoéstico de
Neuroblastoma en donde se definiran factores de riesgo como edad, etapa al diagnéstico, sitio
del tumor primario e histologia del tumor. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 20
pacientes con diagnostico de Neuroblastoma, se realizo la extraccion de ADN por método de
columna y se analizaron los SNP’s -251 A/T de IL-8 por medio de PCR-RFLP y se buscara la
asociacion entre la expresion de esta interleucina con factores de pronostico desfavorable.



Il. MARCO TEORICO
GENERALIDADES

El neuroblastoma (NB) es el tumor maligno extracraneal mas frecuente en la infancia y el
cuarto en frecuencia de todas Ias neoplasias infantiles tras las leucemias, tumores de sistema
nervioso central y los linfomas'” . La incidencia del NB varia de 6 a 14 casos por millon de
nifios en paises desarrollados y en México, se reporta una incidencia de 5-6 casos por millén
de nifios por afio ®. EI NB se deriva de las células primordiales de la cresta neural. Este origen,
asi como los patrones de migracion de los neuroblastos durante el desarrollo fetal, explican los
multiples sitios anatémicos donde puede presentarse el tumor primario, variando sitios de
localizacion y presentacion clinica ®. EI NB puede presentar diversas caracteristicas biologicas
y clinicas, que van desde la regresion espontanea, maduracion a componente benigno o
progresion a enfermedad metastasica diseminada con pronéstico desfavorable .

Los tumores neuroblasticos representan un espectro de tumores que se originan de las células
ganglionares simpaticas primitivas; los cuales se pueden distinguir de acuerdo a su grado de
maduracion celular y diferenciacion estimando asi su potencial de crecimiento de acuerdo a la
variedad histolégica ® La supervivencia de los pacientes que desarrollan NB, después del
primer afio de vida o que presentan tumores metastasicos; no ha mejorado en comparacion a
otras neoplasias siendo un gran reto para la oncologia pediatrica ®) Se han identificado ciertas
alteraciones genéticas como predictores de respuesta a tratamiento por lo que los analisis
genéticos y biolégicos de las células tumorales brindan informacion importante para brindar un
manejo 6ptimo, comprender mejor la biologia tumoral y mejorar el pronéstico de los pacientes
con este tipo de tumor .

EPIDEMIOLOGIA.

El NB es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en los nifos, representando del 7-8% de
todos los tumores en la edad pediatrica. Se estima una prevalencia de 1 caso por cada 7,000
nacidos vivo y aproximadamente 800 casos nuevos diagnosticados al afio en Estados Unidos;
reportando una incidencia de 9.7 casos por mlllon en raza blanca y 6.8 casos por milléon en raza
negra en poblacién menor a 19 afios de edad . La edad promedio para el diagnostico de NB
es de aproximadamente 19 meses de edad y con la siguiente distribucion; 38% lactantes, 89%
menores de 5 afos y 98% diagnosticados antes de los 10 anos de edad. La proporcion es
similar en nifios y nifias con una relacion hombre — mujer (1.1: 1) ). En México, no se cuentan
con datos precisos, sin embargo de estima una incidencia de 2.5 a 3.6 casos por millon de
nifios al afio considerandose que la incidencia puede estar subestimada debido a dificultad y
retraso para realizar el diagnéstico @

PREDISPOSICION GENETICA.

Existen un subgrupo de pacientes con NB que presentan predisposicion genética para el
desarrollo de este tumor siguiendo un patron de herencia autosébmico dominante con
penetrancia completa ). Se reporta una incidencia de tumores neuroblasticos familiares en 1-
2% de los casos nuevos diagnosticados. Las caracteristicas del NB hereditario varian de
acuerdo al NB esporadico en que son dlagnostlcados a edades mas tempranas y pueden
debutar con afeccion de mas de un sitio prlmarlo( 9 Se han detectado mutaciones en el
dominio TK del oncogen ALK en 75-80% de los casos de NB hereditario resultando en una
activacion persistente de la cinasa generando un estado de premalignidad constante. Se ha
encontrado asociacion entre la génesis del NB y otras alteraciones relacionadas con el
desarrollo anormal de tejidos derivados de la cresta neural como la Enfermedad de
Hirschsprung )

Dentro de las alteraciones genéticas, existe una asociacion del NB hereditario con una
alteracion en el PHOX2B en 5% de los casos. Este gen es el regulador principal del sistema
nervioso autbnomo, por lo que las mutaciones que lo inhiben, generan defectos en la formacién
del tejido simpatico suprarrenal 1213 En el 15-20% de los NB hereditarios no se ha logrado



identificar alguna predisposicion genética asociada. Se identifican de forma infrecuente las
anormalidades cromosémicas constitucionales o traslocaciones desequilibradas que pueden
ocurrir en loci encargados del reordenamiento somatico de los tejidos tumorales como 1p, 2p,
N-myc, ALK, 11qg entre otros; sugiriendo que puede existir una expresion aberrante o
regulacién de multiples genes que estimulen la transformacién maligna de los neuroblastos
indiferenciados . Existen diversos polimorfismos en el genoma asociados con la
susceptibilidad, variedad histologica y fenotipo del NB permitiendo estadificar en NB de alto o
bajo riesgo, se encuentran localizados en regiones reguladoras que alteran los genes
implicados en el desarrollo del sistema simpatico 8

BIOLOGIA MOLECULAR.

La etiologia del NB es desconocida, y hasta la fecha no hay datos que apoyen de forma
importante las exposiciones pre y postnatal a drogas, quimicos, radiacion o infecciones para el
desarrollo de este tumor ®. Diversos grupos de estudio de NB han realizado cribado para
deteccion de factores de riesgo que permitan identificar el comportamiento clinico de los
tumores, concluyendo que los NB que presentaron regresion espontanea no fueron
clinicamente detectados y tuvieron estudios citogenéticos y biologia favorable. El desarrollo del
NB en los casos esporadicos es consecuencia de alteraciones genéticas adquiridas de forma
somatica controlado por protooncogenes generando alteracién en el comportamiento tumoral y
permitiendo asi clasificar al NB por grupos de riesgo (e,

Alteraciones somaticas

Los primeros estudios realizados, proponen que todos los NB son aneuploides con alteraciones
como amplificaciones genéticas en sitios especificos, traslocaciones desequilibradas y pérdida
0 ganancia de cromosomas dando un fuerte valor pronostico y para estadificar de acuerdo a
grupos de riesgo permitiendo brindar una terapia dirigida al riesgo (" | as teorias proponen un
modelo evolutivo en donde establecen que el NB deriva de un precursor comun, por lo que al
ﬁ);i%ir diversos tipos de inestabilidad genomica se produce comportamiento tumoral diferente

Conceptos generales de las alteraciones citogenéticas mas frecuentes en NB:

Ploidia: La mayoria de los NB tienen cariotipos diploides, lo cuales son mas frecuentes
en niflos mayores y con caracteristicas de mal prondstico. Algunos tumores localizados
tienen cariotifos triplioides o hiperdiploides que se asocian a factores de buen
pronostico (19.20.21,22)

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

= Ganancia del brazo largo del cromosoma 17: Se presenta hasta en 50% de los
casos con NB 4.

» Delecion o pérdida de brazo corto del cromosoma 1: esta presente en 70-80% de
los NB con cariotipos diploides, y en general se asocia a estadios avanzados y
amplificacion de N-myc, confiriendo un mal pronéstico @)

= Alteraciones en la expresion de receptores de neurotrofina: TrKA, TrKB y TrKC que
influyen en la génesis y progresion del NB (28,27,

Tipo |

En este tipo de NB hay ganancia o pérdida de cromosomas completos y pueden o no tener
alteraciones en segmentos cromosoémicos. La causa es desconocida, sin embargo se ha visto
asociacion con la segregacion mitotica defectuosa. Estos tumores expresan niveles altos de
receptores TrKA en cargados de llevar acabo la diferenciacion o apoptosis celular y puede ser
dependiente de (NGF) factor de crecimiento neural. Generalmente presentan caracteristicas
biolégicas favorables como estadios bajos y edad temprana de presentacion con un excelente
pronéstico. Tienen cariotipo hiperdiploide (cercano a triploide) refleja ganancia cromosémica y



ausencia de amplificacion N-myc (asociado con comportamiento tumoral agresivo). La
hiperdiploidia se analiza por citometria de flujo y contindia siendo un biomarcador de pronéstico
Igg\/scg{able presente en nifios menores de 18 meses de edad con enfermedad estadio 4 o 4s

Tipo ll

Estos tumores presentan alteraciones cromosomicas segmentarias como deleciones o
traslocaciones desequilibradas; generalmente dentro de los brazos 1p, 1q, 3p, 11q, 14g o 17q.
Estos NB tienen cariotipos casi diploides o casi tetraploides ya que las alteraciones
segmentarias no alteran el contenido total del DNA. Existen dos subtipos adicionales; 2A con
supresiones segmentarias en 3p,11q o delecion 1p. El tipo 2B tienen comportamiento mas
agresivo y tienen la amplificacion del onogen N-myc muchas veces acompafnado de delecion
1p generalmente sin pérdida en 11g o 3p. Estos tumores frecuentemente presentan una
ganancia desequilibrada de 17q y expresan el receptor TrkB mas el ligando del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) el cual funciona con via de activacion de la
supervivencia autocrina y confiere una ventaja de sobrevida selectiva (29.30)

Protooncogenes en NB

N-myc

En el cariotipo del NB se puede identificar el onocogen N-myc (2p24) asociado con etapas
avanzadas de la enfermedad, caracteristicas bioldgicas desfavorables y respuesta pobre a
tratamiento. El objetivo es identificar de forma temprana la amplificacion N-myc para establecer
un plan de tratamiento dirigido a pacientes de alto riesgo. La técnica para identificarlo es por
medio de hibridaciéon in situ (FISH) que permite la deteccion de la amplificacién vy
heterogeneidad intratumoral (31.32)

El grado de copias necesario para constituir la amplificacion N-myc se ha establecido por
diversos grupos como >4 veces (copias/ célula). La prevalencia de la amplificacion es de un 20-
22% y muestra una concordancia casi completa cuando se evaltan multiples sitios entre las
muestras obtenidas al momento del diagnéstico y la recaida haciendo referencia a que es un
tumor altamente agresivo (31.33)

N-myc miembro de la familia de protooncogenes MYC que se encargan de codificar factores de
trasncripcion que regulan la expresion de aproximadamente el 15% de todos los genes
humanos impactando el comportamiento celular. Estos genes desempefian un papel
importante en la regulacién del metabolismo celular al igual que la proliferacién celular la cual
se encuentra normalmente afectada en la génesis tumoral G4

ALK

El gen ALK codifica un receptor de la superficie celular perteneciente a la familia TK el cual se
expresa solamente en el sistema nervioso en desarrollo. Las mutaciones en ALK en la linea
germinal, son la principal causa de NB hereditario % Estas mutaciones son sustituciones de
un solo aminioacido en el dominio de TK el cual promueve la actividad de sefializacion
constitutiva. Las mutaciones de activacion de AKJ adquiridas de forma somatica también se
encuentran como controladores oncogénicos en el 8-10% de los NB esporadicos. La
amplificacion del gen ALK acomparia a la amplificacion N-myc en 2-4% de los NB. Por lo tanto,
el 10% de los NB tendran una alteracion en ALK que puede servir como blanco terapéutico.
Actualmente el Crioztinib es un inhibidor de ALK el cual ya fue aprobado por la FDA en el
tratamiento de cancer reordenado por ALK y actualmente esta siendo probado como blanco
terapéutico en pacientes con NB 38),

Alteraciones segmentarias en los cromosomas

Ganancia 17q



La ganancia desequilibrada del brazo largo del cromosoma 17q se presenta en mas de la mitad
de los casos de NB. Esa ganancia ocurre frecuentemente como traslocaciones desequilibrada
entre los cromosomas 1 y 17. Los genes responsables de esta alteracion son desconocidos,
sin embargo se ha identificado BIRC5 (inhibidor de la apoptosis) y NME1 (sintesis de
nucledsido trifosfato). La ganancia de 17q se asocia con NB mas agresivo aunque su
significancia pronostica aun se encuentra en estudio ®n,

Delecion 1p

La pérdida del brazo corto del cromosoma 1 se encuentra en 35% de los NB primarios y se
asocia a etapas avanzadas de la enfermedad y amplificacion de N-myc. La delecion de este
alelo también predice un mayor riesgo de recaida en pacientes con tumores localizados y
tumores que carecen de la amplificacion N-myc. Se identifico el gen de la proteina 5 de unién a
cromodominio helicasa de DNA (CHD5) que codifica para una proteina encargada de la
remodelacion de la cromatina. La baja expresién de CJD5 esta relacionado con caracteristicas
clinicas y biolégicas desfavorables. La mayoria de las deleciones 1p son grandes, por lo que es
protzSaSbSL()e que mas de un gen supresor de tumores se encuentre involucrado en la patogenia del
NB ™.

HISTOPATOLOGIA

El NB esta compuesto por células pequefias redondas y azules; los cuales se tifien con
anticuerpos neurales especificos que reconocen TH, enolasa neuronal especifica, sinaptofisina
y cromogranina. Los tres patrones histopatologicos clasicos reflejan un espectro de
diferenciacion neuronal.

= EI NB tipico estda compuesto de células pequefias de tamafio uniforme que contienen
nucleos densos e hipercromaticos con escaso citoplasma. La presencia de procesos
neuriticos (neuropil) es un rasgo caracteristico de todos los NB excepto de los mas
primitivos. Las pseudoreosetas de Homer Wright rodean el nucleo central, aunque es
un hallazgo clasico en NB, se observa con poca frecuencia en tejido tumoral primario o
metastasico.

= Ganglioneuroma (componente benigno) estd compuesto de células ganglionares
maduras, neuropil y estroma Schwanniano. Se definen como un grupo heterogéneo de
tumores con caracteristicas histopatologicas que abarcan los extremos de maduracion.
El término NB en maduracion se usa para tumores que contienen <50% de células
maduras.

= Ganglioneuroblastoma: tumor con maduracion extensa (>50%). Pueden ser nodulares
o difusoso, cuando es focal generalmente presenta comportamiento agresivo.

Se desarroll6 la clasificacion de Shimada para establecer el pronéstico de los NB basada en las
caracteristicas histopatolégicas como presencia o ausencia de estroma Shwanniano, grado de
diferenciacién, indice de mitosis cariorrexis para asi poder clasificar a los tumores como
favorables o desfavorables “°.

Tabla 1. Clasificacion de la INPC de acuerdo con el método de Shimada

EDAD HISTOLOGIA FAVORABLE HISTOLOGIA
DESFAVORABLE
Cualquiera Ganglioneuroma
Ganglioneuroblastoma Ganglioneuroblastoma
nodular

Neuroblastoma
indiferenciado

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

bajo cualquier MKI




NB con diferenciacién con
MKI alto
> 5 anos Neuroblastoma con
cualquier MKI

MANIFESTACIONES CLINCAS

Los neuroblastomas son tumores derivados de las células simpaticas primitivas
pluripotenciales. Estas células embrionarias forman la cresta neural y tras la migracion y
diferenciacién forman los diferentes tejidos del sistema nervioso simpatico. A partir del tubo
neural, emergen las células de la cresta neural que migran de forma ordenada y coordinada,
adyacentes a la Aorta dorsal formando la cadena simpatica primaria. Desde esta estructura,
migran para formar los ganglios paravertebrales de los plexos mesentéricos y celiacos y
finalmente una poblacién adquiere la capacidad de respuesta a los glucocorticoides. Bajo la
influencia de estas hormonas, van perdiendo los rasgos neuronales y adquiriendo la expresion
de marcadores endocrinos “".

La edad promedio en la cual se realiza el diagnostico de un nifio con NB es en < 5 afios pero
pueden ocurrir casos en nifios mayores. La ubicacion de los tumores primarios al momento del
diagnéstico son variadas y cambian conforme a la edad. La mayoria de los NB se encuentran
en abdomen (75%) aunque la frecuencia de los tumores suprarrenales es mas alta en
escolares (40%) que en lactantes (25%). Los lactantes también pueden debutar con lesiones a
nivel toracico y cervical *.

La sintomatologia del NB depende del tamafio, localizacion del tumor y enfermedad
metastasica; sin embargo un 25% de los pacientes pueden estar asintomaticos. En alrededor
de 1% de los pacientes no es posible identificar el sitio primario. La enfermedad metastasica
esta presente al diagnéstico en 43% de los casos; secundario a diseminacion linfatica y
hematdogena. La afecciébn ganglionar se presenta alrededor del 30-35% en tumores
aparentemente localizados y 30% de los pacientes con enfermedad metastasica también
presentan involucro de ganglios regionales. Las metastasis por diseminacion hematégena mas
frecuentes son a médula 6sea, hueso, higado y piel. En enfermedad recurrente o terminal se
presenta metastasis a pulmén, sistema nervioso central, bazo, pancreas, tiroides “*22)

Tumor abdominal: dolor abdominal o plenitud, puede presentarse como una masa
asintomatica o identificarse de manera incidental. A la exploracion fisica se puede detectar una
masa abdominal fija con bordes mal definidos por localizaciéon retroperitoneal. Cuando existe
afeccion del 6érgano de Zuckerkandl puede haber sintomas vesicales o intestinales secundarios
a obstruccion. La afeccidon masiva a nivel hepatico secundario a enfermedad metastasica
frecuentemente en lactantes puede ocasionar compromiso respiratorio.

Tumor toracico: se presentan como masas sintomaticas o también pueden ser hallazgos
incidentales. Las masas a nivel cervical pueden asociarse con el sindrome de Horner (ptosis
unilateral, miosis y anhidrosis). Cuando son masas de gran volumen puede haber obstruccion
mecanica de la VCS. Los tumores paraespinales en las regiones toracica, abdominal y pélvica
pueden extenderse hacia los agujeros neurales de los cuerpos vertebrales y causar
compresion de las raices nerviosas de la médula espinal presentando paraplejia, disfuncion de
vejiga o intestino o dolor radicular. Estos sintomas neurolégicos asociados son considerados
una urgencia oncolégica que debe de ser atendida a la brevedad.

Signos y sintomas asociados a enfermedad metastasica: Proptosis y equimosis periorbitario se
presentan cuando existe infiltraciébn tumoral a los huesos periorbitarios. La afeccion de hueso y
médula 6sea ocasiona dolor ocasionando irritabilidad y claudicacion de la marcha. Pueden
haber sintomas de aplasia medular como anemia, hemorragia o infecciones recurrentes. La
agectacic')n cutanea es frecuente en lactantes y se caracteriza por nédulos subcutaneos azules

Sindromes paraneopléasicos




= Sindrome de ataxia Opsoclonus Mioclonus (Sindrome de Kinsbourne): se observa
en 2-3% de los pacientes con reciente diagnéstico de 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. Se manifiesta como movimiento rapido y
cadtico de los ojos, ataxia y miclonia. La mayoria de los nifios con este sindrome
presentan enfermedad localizada y pronostico favorable. Esta relacionado con
respuesta antitumoral del hospedero. A pesar del buen pronéstico, del 70 al 80% de
estos nifios presentan secuelas neurolégicas como retraso cognitivo y motor, déficit del
habla y alteraciones en el comportamiento; probablemente secundarias a la presencia
de anticuerpos dirigidos al tumor que originan una respuesta cruzada con las células
neurales del SNC. La reseccion tumoral mejora los sintomas, sin embargo es frecuente
la exacerbacion de los sintomas generalmente cuando ocurre proceso infeccioso.
Cerca del 30-50% de los casos de OMAS ocurren sin estar asociados a NB o
secundario a tumores que tuvieron regresién espontanea. Debido a la asociacion con
NB, todos los nifios con OMAS deben de completar estudios complementarios para
descargar NB. El maneg'o actual de este sindrome es con gamaglobulina, quimioterapia,
corticoides y rituximab 42,49)

= Sindrome de Kerner-Morrison / Sindrome asociado a péptido intestinal
vasoactivo (VIP): Se encuentra en 7-9% de los casos, resultado de una secrecion
anormal de péptido intestinal vasoactivo. Se caracteriza por diarrea acuosa,
hipokalemia, hipocalcemia. Y se asocia a tumores neuroblasticos con células maduras
(ganglioneuroma y ganglioneuroblastoma). Generalmente asociado a factores de buen
pronéstico, en donde la reseccidn quirargica completa resuelve la sintomatologia
completamente “h

= Sindrome de Pepper: Hepatomegalia masiva por infiltracion de NB; acompafiada de
dificultad respiratoria y/o insuficiencia respiratoria secundaria a restriccion toracica “2),

= Sindrome de Horner: Infiltracién por NB del ganglio estrellado, se caracteriza por
ptosis, miosis, anhidrosis.

= Sindrome de Blueberry muffin: Infiltraciobn metastasica subcutanea de NB, existen
lesiones violaceas oscuras de 5 a 10 mm, que al ser presionadas presentan liberacion
de catecolaminas, y el paciente presenta taquicardia, rubor facial, hipertension arterial.

= Sindrome de Hutchinson: Afeccion medular que ocasiona dolor 6seo que puede
presentarse durante la deambulacién, o en los lactantes puede presentarse como
irritabilidad sin causa aparente.

= Ojos de mapache: Proptosis, equimosis periorbitaria y retrobulbar.

DIAGNOSTICO

La evaluaciéon de los tumores neuroblasticos se establece mediante la presencia de tejido
tumoral por estudios histologicos. Sin embargo, el consenso internacional acepta un
diagnéstico realizado mediante el hallazgo de células tumorales en el aspirado de médula
Osea, asociado al aumento de niveles en orina y suero de catecolaminas o metabolitos de
catecolaminas “°.

Exploracién fisica: busqueda intencionada de masa abdominal para estimar localizacién y
tamafo. Evaluacion detallada de ganglios linfaticos, se describe que si se presenta un ganglio
con localizacion supraclavicular izquierda puede orientarnos a un NB de alto riesgo con
enfermedad intraabdominal y extension linfatica. Exploracion adecuada y detallada de cabeza y
cuello en busqueda de sindromes paraneoplasicos al igual que exploracion neurologica en
busqueda de tumores paraespinales que puedan comprometer médula espinal @,

Histopatologia: determinar el origen neural y el grado de diferenciacion del tejido tumoral por
medio de microscopia de luz e inmunohistoquimica elementos indispensables para establecer
diagnéstico, estadificar en riesgo y planear estrategia de tratamiento.

Aspirado de médula 6sea: se debe de realizar bilateral y con toma de biopsia. Microscopia de
luz detecta 1 célula neuroblastica por cada 100 células nucleadas, inmunohistoquimica
incrementa la sensibilidad a 1 en 100,000 células (449,



Imagen: se debe de realizar RMN (lesion paraespinal) o TAC para localizacion de tumor
primario. Se considera la RMN como el estudio de eleccién el cual esta desplazando a la TAC
debido a que tiene mejor resolucion y no condiciona exposicidn a radiacion.

El gamagrama con ¥-MIBG es para esencial en la estadificacion de NB, especialmente en
aquellos de alto riesgo. Cuando se reporta gamagrama con 3'.MIBG con resultado negativo y
se tiene una alta sospecha de metastasis 6seas de debe de realizar gamagrama con ®mre
bifosfonato. EI PET con FDG puede ser de utilidad en enfermedad metastasica pero tiene
menos sensibilidad que el gamagrama con MIBG 4.48)

Catecolaminas: debido a que los NB derivan de tejiddo neural, estos expresan enzimas
encargadas en la sintesis de catecolaminas y en su metabolismo. Estos generalmente
expresan monoamino oxidasa y catecol — O — metiltransferasa, los metabolitos HVA y VMA
detectan una alta sensibilidad para la detecciéon tumoral. El cribado de HVA y VMA en orina
debe de ser parte del abordaje diagnostico inicial si se sospecha NB como diagnostico
diferencial “”.

ESTADIFICACION

La estatificacion de este tumor es compleja por tal motivo con la finalidad de uniformar el
diagnostico como los resultados de los diferentes estudios realizados en pacientes con NB se
ha decidido utilizar la estadificacion revisada por el sistema de estadificacidon internacional del
NB (INSS), basada en la evaluacion clinica, radiografica y quirl]rgica(s’. El NB es clasificado en
niveles de bajo, intermedio, y alto riesgo basado en factores clinicos y biolégicos que se ha
observado que pueden predecir pronéstico y riesgo de recurrencia.

Tabla 2. La estadificacion de acuerdo con los criterios del INSS (1993)

El Tumor localizado con escisién macroscépica completa, con enfermedad residual
microscoépica o sin esta; ganglios linfaticos ipsilaterales representativos,
microscopicamente negativos para el tumor (como los nédulos adheridos al tumor
primario y extirpados junto con éste, pueden ser positivos).

E2  Tumor localizado con escisién macroscépica incompleta; ganglios linfaticos ipsilaterales
representativos, negativos para el tumor microscépicamente.
E2B Tumor localizado con escisidbn macroscopica completa o sin esta; ganglios linfaticos
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

esta determinada por la columna vertebral. Los tumores que se originan en un lado y
cruzan la linea media deben infiltrase sobre esta o hacia el lado opuesto de la columna
vertebral.

E4 Todo tumor primario con diseminacion a ganglios linfaticos distantes, huesos, la médula

Osea, higado, piel u otros 6rganos, 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 afo

de edad). La afectacién medular debe ser minima (o sea, <10% de células nucleadas
totales identificadas como malignas por biopsia de hueso o por aspirado de médula
6sea). Una afectacion mas extensa de la médula 6sea se consideraria como
enfermedad en estadio V. Los resultados de la exploracion con MBIG en caso de que se
efectle, deben ser negativos para la enfermedad en la médula 6sea.

Otra clasificacion utilizada para estadificacion del NB, es la propuesta por el International
Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) creada en 1990 (48).



Tabla 3. Clasificacion del El Grupo de Riesgo Internacional para Neuroblastoma (INRG)
etapas y grupo pre-tratamiento.

Etapa Descripciéon

L1 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 metastasica 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

FACTORES PRONOSTICO
En la actualidad algunos de los factores pronosticos mas importantes al NB incluyen:

Edad al Diagnéstico: Esta caracteristica, es uno de los primeros indicadores pronoéstico,
presentan un mejor pronostico los pacientes menores de 1 afio a diferencia de los pacientes
mayores de 2 afios. Los nifios mayores a 18 meses y adolescentes presentan un peor
resultado global.

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

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

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

Histologia: Considera el grado de diferenciacion neuroblastica, el grado de proliferacion celular
(MKI, indice mitosis-cardiorrexis), grado de componente estromal, grado de calcificacion.
Formas diferenciadas de los tumores neuroblasticos, GNB y GN, son tumores benignos con un
pronostico favorable y so6lo requieren tratamiento quirdrgico. EI NB en pacientes menores de un
afio y medio tienen mejor pronéstico en comparacioén con los nifios mayores. Los nifios de
menor edad presentan tumores benignos localizados**?.

TRATAMIENTO

La bifurcacion bioldgica y prondstica del NB se refleja en la tendencia divergente en el
tratamiento; menos tratamiento para los tumores de biologia favorable y estadio 4s y
tratamientos mas intensivos para los tumores de biologia desfavorable y/o estadio 4. Los NB
diseminados (estadio 4) se presentan en un 60%, siendo de mal pronéstico y hasta el afio 90
tenian una SLE del 25-30%, esta actualmente ha aumentado la en la ultima década, debido al
aumento en la intensidad del tratamiento, la terapia mieloablativa de consolidacion, la
radioterapia, la cirugia y la aplicacién de los modificadores de la respuesta biolégica como el
acido 13-cis-retinoico y la inmunoterapia ©".

QUIMIOTERAPIA




Es la base para el control sistétmico de la enfermedad y se utilizan diversos farmacos
citotoxicos con accion sinérgica conjunta. Es fundamental en NB de riesgo intermedio o de alto
riesgo y se utiliza en pacientes de bajo riesgo con afectacién sintomatica de 6rganos vitales. Al
conseguir respuesta a la quimioterapia inicial o de induccion se realiza la reseccion quirurgica
para eliminar tumor residual llamada cirugia de “second-look”. Los agentes activos
fundamentales en los regimenes actuales de induccibn son los agentes alquilantes,
antraciclinas, analogos de platino, y las camptotecinas. Las tasas de respuesta al C|splat|no
ciclofosfamida (CFM), doxorrubicina (DOXO) y epipodofilotoxinas (VP16) van del 34 al 45% ©
Mas recientemente, la camptotecinas han mostrado actlwdad en las recaidas cuando se
combina con agentes alquilantes como la CFM y temozolomida ©®

La curva lineal de dosis-respuesta de estos tumores a los citotdxicos ha proporcionado el
apoyo tedrico para la utilizacion de tratamientos mieloablativos como terapia de consolidacion.
Los farmacos antineoplasicos empleados a altas dosis con rescate de células hemopoyéticas
autologas eficaces contra NB y con toxicidad extra medular limitada incluyen el Melfalan,
Busulfan y Tiotepa. Los trasplantes alogénicos no se utilizan para el tratamiento del NB porque
no se ha demostrado efecto terapéutico a través del “efecto injerto versus tumor. ” (26.27)

NB de bajo riesgo

Consiste en la reseccion quirtrgica del tumor primario en estadios INSS-1. La supervivencia
libre de evento (EFS) es mayor del 90% en los NB localizados y completamente resecados
independientemente de la edad. La cirugia sola como terapia inicial es efectiva en los NB con
INSS estadio 1. Las recidivas locales pueden ser manejadas con segundas cirugias, y las
recurrencias metastasicas suelen ser controladas con quimioterapia 58),

La cirugia sola es el tratamiento inicial de eleccion para la mayoria de NB estadio INSS 2,
incluso con enfermedad macroscopica residual en donde la qwmloterapla adyuvante o la
radioterapia no estan justificadas para la mayoria de INSS estadio 2 %) Se recomiendan cuatro
ciclos de quimioterapia para la etapa INSS 2 con reseccién del tumor menor del 50%. Sin
embargo, la sola observacion de pacientes con NB metastasico biolégicamente favorable
sugiere que pueden observarse en forma segura, o ser tratados con menos quimioterapia "),

La gran proporcion de los NB se comportaran de una manera benigna, la regresién espontanea
es descrita en estadio 4S; la experiencia en la evaluacion del recién nacido con catecolaminas
en orina sugiere que la gran mayoria de los casos |localizados tendran regresion. Este "esperar
y ver" se ha extendido a las masas suprarrenales descubiertas accidentalmente en el periodo
perinatal, recomendando una estrecha observacién con ecografla serial para tumores
seleccionados sin biopsia quirdrgica o cualquier intervencion ®® | os pacientes con INSS 1y 2
con amplificacion de N-myc deben tratarse con quimioterapia corta y poco intensa después de
la cirugia del tumor primario, ya que la mayoria de los pacientes presentan recaidas
metastasica si solo son tratados con cirugia. Los pacientes con estadios 4S y amplificacion del
N-myc demuestran progresion rapida o recaida de la enfermedad y se comportan como
estadios 4.

NB de riesgo intermedio

Caracterizado por enfermedad metastasica o de cualquier edad con tumores grandes y
primarios irresecables. El NB INSS estadio 3 ha sido tratados de forma heterogénea y son
heterogéneos debido a estrategia quirirgica que afecta la etapa INSS. Los tratamientos se
basan en dosis moderadamente intensa de CFM, DOXO, CDDP y VP16 con radiacion local en
enfermedad residual. Los casos con Estadio 3, sin amplificacion N-myc, Shimada favorable, y
la ferritina sérica baja tienen una SSC del 100% a 4 afos. Lactantes con Estadio 3 y una
caracteristica biologica desfavorable tienen a 4 afios de SSC 90% y SG de 93%. Estadio 3 con
1 afio de edad y una caracteristica bioldgica desfavorable tienen SSC de 75% y SG de 65% a 4
afos. Lactantes con NB INSS 4 son clasificados como de riesgo intermedio.

La edad al diagnéstico y el estado de N-myc son factores pronéstico independientes de en este
grupo de pacientes. Los casos NB sin amplificacion N-myc tienen un curso clinico es menos
agresivos y responden a quimioterapia de intensidad moderada, con de SSC de 93% a 3 afios.



Lactantes con amplificacién del N-myc con terapia mas intensiva tienen EFS del 10%. EI COG
redujo la quimioterapia y radioterapia en este grupo, con 4 o 8 ciclos basado en las
caracteristicas biologicas del tumor. La SSC de 88% y SG 96% a 3 afios ®9 Se reducira mas la
quimioterapia usando un algoritmo basado en la respuesta guiando la duracién de la terapia,
este identifica casos con delecion 1p36 y 11923 por tener mayor riesgo de fracaso al
tratamiento y se dara tratamiento mas largo, para mejorar su tasa de curacion.

NB de alto riesgo

Histéricamente se reporta una supervivencia menor del 15%. Actualmente los métodos de
tratamiento integrales incluyen quimioterapia de induccion intensiva, la terapia de consolidacion
mieloablativa con rescate de CPH y terapia dirigida para la enfermedad residual, que han
logrado mejorar las tasas de supervivencia global. Sin embargo, las tasas de supervivencia
actuales siguen siendo bajas. Lactantes con NB metastasico con amplificaciéon del N-myc
tienen un curso clinico muy agresivo y deben ser clasificados como de alto riesgo.

e Terapia de induccién: Su objetivo es la reduccion maxima de la masa tumoral en los
sitios primarios y metastasicos. La intensidad de dosis se ha asociado con la respuesta
y la supervivencia. Las lesiones Oseas corticales persistentes y el involucro de la
médula ésea son factores pronosticos adversos independientes 0 | a gammagrafia
con MIBG es importante para evaluar la respuesta, y la calidad de respuesta a la
quimioterapia de induccién asociada con evolucion. Los pacientes que logran un
respuesta completa con la induccién tienen mejor pronéstico, los pacientes con pobre
respuesta se guede convertir en respuestas completas con dosis altas de terapia
mieloablativa ©". Las técnicas radiograficas son mas sensibles (enfermedad minima
residual al final de la induccion detectado por | 123-MIBG), también se han maximizado
los efecto dosis-respuesta con los agentes de quimioterapia basicos utilizados.

* Tratamiento de consolidacion: Su objetivo es consolidar la respuesta de la induccion y
eliminar remanente tumoral, utilizando quimioterapia mieloablativa y rescate con
células progenitoras hematopoyéticas. El Melfalan es el farmaco mas investigado,
utilizado a altas dosis. EI CCG reporté SLE del 62% a 3 afios con carboplatino, VP16,
melfalan, radioterapia local y trasplante autélogo de CPH.

e Radioterapia: EI NB es un tumor radiosensible, aunque las dosis curativas de
irradiacion no han sido bien definidas. Para los tumores no resecables quirirgicamente
se utilizan habitualmente dosis entre 20 - 45 Gy para conseguir el control local de la
enfermedad. Los estadios 4 se benefician de un buen control local con cirugia completa
y 21 Gy de radioterapia de consolidacion.

* MIBG (Meta lodo Bencil Guanidina): Su uso a dosis altas permite utilizar el efecto de la
radiacién local con finalidades terapéuticas. La experiencia es favorable en recaida,
algunos grupos la utilizan para el tratamiento de induccioén, aun se desconoce la dosis
mas adecuada y la captacion de MIBG por los tumores y las metastasis son variables.

De acuerdo a los estudios que se utilizan para estadificar la extension de la enfermedad,
también existen cristerios internacionales para valorar la respuesta al tratamiento en NB

NB en recaida

El tratamiento con terapias estandar después de la recurrencia puede producir segundas
remisiones con corta duracion, sin embargo la mitad de los casos de recaidas presentan
factores bilégicos desfavorables. Los pacientes con NB de alto riesgo con enfermedad
recurrente o refractaria o con desarrollo de enfermedad progresiva son un reto clinico y en la
actualidad no existen tratamientos curativos conocidos No obstante, han sido identificados
agentes que permiten una supervivencia prolongada de un subconjunto de pacientes. Los
avances en la comprension de la base molecular del NB de alto riesgo han identificado dianas
terapéuticas (0061)

INTERLEUCINAS Y CANCER

El binomio entre inflamacién persistente y cancer se ha propuesto como promocién de
progresion de tumores. 62,63 | g respuesta inflamatoria tipica involucra una serie de reacciones



de los vasos sanguineos que conducen a la acumulaciéon de fluidos y células inmunitarias a
tejidos extravasculares. La via inflamatoria ésta integrada por cuatro componentes: 1) Los
inductores, 2) tipos de sensores, 3) sintesis de mediadores inflamatorios y 4) las acciones de
las moléculas efectoras sobre los érganos blanco. (6469 Entre los mediadores inflamatorios, las
citocinas tienen un papel |mportante tanto en activacion de inflamacion, regulacion inmunitaria y
homeostasis del hospedero ®% | as citocinas, pertenecen a una familia de pequefias moléculas
secretoras las cuales tienen Ia capacidad de inducir la migracién de leucocitos. Mientras que
algunas citocinas son de naturaleza homeostatica y se secretan de forma constitutiva, otras se
secretan especificamente en sitios de infeccion o como respuesta a un estimulo
proinflamatorio; lo cual es crucial en la inflamacion y el estado de vigilancia mmunologlca (66.67)

Las citocinas se clasifican en 4 grupos definidos por la posicién de los residuos de cisteina
conservados dentro del extremo amino. Hay mas de 50 citocinas identificadas las cuales
ejercen sus efectos bioldgicos cuando se unen a su receptor especifico acoplados a proteinas
G. Aunque originalmente las citocinas y sus receptores se identificaron en leucocitos, hoy en
dia se sabe que son expresados y secretados por varios tipos de células incluidas epiteliales,
endoteliales y fibroblastos. La expresion de las citocinas y sus receptores varia mucho entre los

}é@?ﬁ de células y esta determinada por el linaje y el estado de diferenciaciéon de una célula

El control de la inflamacion depende del balance de citocinas pro y anti-inflamatorias (IL-1,
TNF-a, IL-12, IL-8, IL-6 vs IL-4, IL-10, TGF-B). La red de receptores de citocinas ha
evolucionado para beneficio del huésped, sin embargo cuando existe una disregulacién de
estas proteinas se ha visto asociacion con diversas patologias ©® Existe una creciente
evidencia de que una de las funciones biolégicas de las citocinas tienen un papel en la
mediacion de la tumorogénesis. Una de las caracteristicas del cancer, es el involucro de
células inmunitarias en la que los leucocitos se reclutan en la proximidad de los tumores en un
proceso mediado directamente por citocinas. Ademas, las propias células neoplasicas, pueden
adquirir la expresion de receptores de citocinas debido a mutaciones genéticas o por cambios
en el microambiente como la hipoxia celular. Las células tumorales expresan muchos
receptores de citocinas lo que induce el crecimiento ceIuIar Ia supervivencia y la angiogénesis;
procesos que contribuyen al potencial metastasico tumoral ©

La interleucina 8 (IL-8) también conocida como CXCL8 pertenece a la familia de las citocinas
CXC y su papel en el desarrollo de tumores y la diseminacion especifica de las células
tumorales es un area de importante investigacion. La IL-8 es una citocina proinflamatoria,
inicialmente denominado péptido 1 activador de neutréfilos debido a que es un potente
quimotactico para neutrofilos en enfermedades inflamatorias e inmunes. Se ha establecido que
tiene un papel importante en la génesis tumoral, ya que regula los procesos de desarrollo
tumoral, migracion, celular, angiogénesis y desarrollo de enfermedad metastasica (68,70)

La Il-8 se activa a través de dos receptores (CXCR1 y CXCR2) acoplados a proteinas G
heterotriméricas que consisten de subunidades a, B y y y que se encuentran en la superficie
celular (70,71). La unién de este ligando a su receptor conduce al intercambio de difosfato de
guanosina por trifosfato de guanosina en la subunidad Ga. Esta reaccion catalitica activa tres
cascadas de sefalizacién primaria que son fosfatidilinositol 3 cinasa / Akt (PI3K / Akt),
fosfolipasa C / proteina cinasa C (PLC / PKC) y Ras / Raf / proteina cinasa reguladas por
sefiales extracelulares 1y 2 (Erk1 / 2). Otras cascadas de sefializacién activadas en respuesta
a la sefalizacion de IL-8 incluyen los transductores de la quinasa de adhesion focal, Rho, Racy
Janus; activadores de las vias de transcripcion (JAK / STAT). A través de estas cascadas de
gg)ﬁalizacién, la IL-8 activa una serie de efectores que colabora en el proceso de tumorogénesis

La IL-8 ejerce sus efectos tumorigénicos a través de la sefalizacion autocrina y paracrina. La
secrecion de IL-8 por las células tumorales puede mejorar la supervivencia celular y la
proliferacion de las células tumorales a través de la sefalizaciéon autocrina. La IL-8 también
tiene un papel importante en el microambiente tumoral; compuesto por diversos grupos de
células como fibroblastos, células endoteliales, células dendriticas y macréfagos asociados a
tumores "®. Una red compleja de citocinas y moléculas inflamatorias impulsa la comunicacion
entre el mlcroamblente y las células tumorales malignas. Es importante mencionar que la IL-8



esta implicada en el inicio de la infiltracion de leucocitos, la neovascularizacién y la
angiogénesis; todos estos procesos preceden a la invasion y metastasis de las células
tumorales 7. Las células tumorales secretan IL-8 desencadenando la infiltracion de leucocitos
al sitio de produccién de las citocinas. Los leucocitos a su vez secretan citocinas y factores de
crecimiento que promueven la angiogénesis y la supervivencia celular. También la IL- 8 tiene
accion directa sobre las células endoteliales y otros componentes del microambiente
promoviendo asi la invasividad y el potencial metastasico del tumor primario. Un estudio
reciente, demuestra que la IL-8 activa la expresién del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) a través de la sefializacién autécrina promoviendo de esta manera la angiogénesis. La
IL-8 mejora la produccion de metaloproteinasas de matriz como MMP-2 y MMP-9 en las células
tumorales promoviendo la diseminacién tumoral (r273.74) Figura 1

Figura 1. La senalizacion de IL-8 puede conducir a la activacion de las células inmunes,
factores de crecimiento, citocinas y otras moléculas, que activan los procesos de
desarrollo tumoral, la angiogénesis y la formacion de enfermedad metastasica.
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Dada la amplia gama de funciones biologicas que tiene la IL-8 sobre las células tumorales y el
microambiente celular, no es sorprendente que la expresion elevada de IL-8 sea caracteristica
en pacientes con diagnostico de Neuroblastoma, tumor que tiene un alto grado de generar
metastasis. La IL-8 se ha estudiado como un posible marcador pronéstico en varios tumores en
estudios preclinicos y clinicos. En pacientes con cancer de pancreas, se detecté una expresion
incrementada de IL-8 confiriendo una tasa rapida de crecimiento y mayor agresividad en
comparacién con los tumores con bajos niveles de IL-8. La expresion alta de IL-8 también se
relacio?%?g)on el alto potencial metastasico de las lineas celulares en melanoma y cancer de
mama ">

Existen estudios antes mencionados que relacionan los niveles de IL-8 con la agresividad y el
potencial metastasico de los tumores, sin embargo los mecanismos precisos que subyacen al
papel de IL-8 en el desarrollo de tumores sigue siendo incierto. Independientemente de los
mecanismos moleculares de la funciéon de la IL-8 en la carcinogénesis, multiples informes
sugieren que la IL-8 y sus receptores sirven de dianas terapéuticas en diversos tipos de cancer
7 La repertaxina, un anticuerpo humanizado contra IL-8 e inhibidor del receptor de IL-8 tiene
efectos prometedores en el contexto de su capacidad para inhibir el crecimiento tumoral,
angiogénesis y metastasis. El discernir la asociacion del complejo IL-8 y el de otras citocinas



(IL-8, TNF-a, IL-12, TGF-B, e 1L-10) en el nivel de severidad del neuroblastoma en nifios
combinado a otros factores de riesgo entre ellos el polimorfismo de estas citocinas pro y anti
inflamatorias contribuira al control clinico de la enfermedad con posibilidades de mejorar el
pronéstico de este tipo de cancer. En la actualidad los polimorfismos de un solo nucleé6tido
(SNP) han sido implicados en diferentes patologias incluidos diversos tipos de cancer 78)

El gen de la IL-8 humana esta localizado en el cromosoma 4q 13-21 de aproximadamente
2504.682 g/mol conformado de cuatro intrones y cinco exones de longitud variable, una region
promotora, tres sitios de iniciacion de la transcripcion y algunos polimorfismos “9) Las
diferencias entre individuos tanto en la respuesta a las citocinas como en la presentacion
clinica del NB pueden ser debidos a variantes genéticas, el SNP -251 A>T que se encuentra
en la region promotora del %en IL-8 puede ser un factor pronostico en pacientes con
neuroblastoma de alto riesgo “%_ La transicion de Guanina por Citosina de este SNP afecta la
transcripcion del gen y esta relacionada con las concentraciones en plasma de IL-8, esto puede
ser debido a que este SNP esta localizado en una region cercana a importantes sitios de union
a proteinas nucleares en el promotor del gen IL-8. #2) peMichele describié una correlacion
directa entre el SNP -251 (A>T) y el resultado clinico en cancer de mama y melanoma. Asi
mismo mujeres con cancer de mama sensible a hormonas y homocigotos (TT) para el SNP -
251 (A/T) mostraron tasas significativamente mas bajas de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global “n, Lagmay y cols, reportaron alta tasa de supervivencia en pacientes con
uno o mas alelos A en comparacion con aquellos pacientes homocigotos para el alelo T “3 Por
otra parte, Totaro y cols reportaron la variante -251 A/T presenta un incremento significativo en
la actividad transcripcional comparada con el alelo T, también encontraron niveles elevados de
IL-8 asociados con mal resultado en nifios con Neuroblastoma. Ademas relacionaron al SNP
IL-8 -251 A>T con la disminucion en el tiempo de supervivencia, sugiriendo que este
polimorfismo puede ser muy importante como marcador pronéstico para neuroblastoma en
poblacién italiana (30)



lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El Neuroblastoma presenta caracteristicas clinicas que van desde la regresion espontanea
hasta tumores con caracteristicas desfavorables que son altamente malignos y agresivos que
condicionan una falla terapéutica a los esquemas de tratamiento convencionales. La
supervivencia de los pacientes que tienen tumores metastasicos no es alta, siendo las
metastasis la principal causa de muerte.

El crecimiento, invasién y metastasis de un tumor requiere de angiogénesis y la IL-8 tiene un
papel importante en este proceso, ya que estd implicada en la infiliracién de leucocitos, la
neovascularizacion y la angiogénesis, procesos que preceden a la invasion y metastasis de las
células tumorales. La IL-8 desencadena la activacion de una cascada de citocinas
proinflamatorias que promueven la angiogénesis y la supervivencia celular al igual que el
potencial metastasico del tumor primario. La IL-8 activa la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) promoviendo la angiogénesis y asi el crecimiento descontrolado de
las células tumorales.

La determinacion del polimorfismo en la IL-8 nos permite identificar un factor prondéstico que
puede condicionar una posible falla terapéutica a tratamiento; permitiendo estadificar a los
pacientes como de alto riesgo y asi brindar un tratamiento dirigido con la finalidad de mejorar la
sobrevida.



IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢La expresion del polimorfismo -251 (A/T) de IL-8 condiciona un impacto negativo en el
pronéstico de los pacientes diagnosticados con Neuroblastoma en el HIMFG condicionando un
incremento en el riesgo para el desarrollo de metastasis y falla al tratamiento ?



V. JUSTIFICACION.

Tres cuartas partes de los pacientes con NB que se diagnostican en el HIMFG presentan
metastasis. Existe evidencia que la expresiéon aumentada de IL-8 en la vascularidad de
diversos tumores puede ser un importante factor de riesgo, debido a su participacién en los
mecanismos de angiogénesis que tienen un papel critico en la progresion y metastasis del
Neuroblastoma. Los polimorfismos -251 A/T IL-8 que regulan la expresion de IL-8 y el nivel del
receptor soluble de IL-8 pueden tener relacién con el resultado clinico en pacientes con
neuroblastoma. Por lo tanto, es importante evaluar el resultado clinico y la asociacién entre
esta interleucina y el prondstico de los pacientes con la finalidad de brindar una terapia dirigida
que genere incremento en la sobrevida.



VI. OBJETIVOS.
GENERAL.
1. Determinar la asociacién del polimorfismo -251 A/T de IL-8 y el riesgo en pacientes

pediatricos con diagnéstico de Neuroblastoma en el Hospital Infantii de México Federico
Gomez.

ESPECIFICOS.
1. Estandarizacion de la técnica PCR-RFLP para la determinacion el polimorfismo-251
AIT
2. Determinar las frecuencias del polimorfismo -251 A/T en pacientes con
Neuroblastoma.
3. Determinar las frecuencias del polimorfismo -251 A/T en un grupo de individuos

sanos.



VIl. HIPOTESIS.

Hipotesis verdadera.
El polimorfismo -251 A/T impactara negativamente el prondstico de los pacientes con
Neuroblastoma, asociandose con falla a tratamiento y recaida.

Hipdtesis nula.

El polimorfismo -251 A/T no se asociara con la falla a tratamiento o recaida, y mal pronéstico
en pacientes con Neuroblastoma.



VIll. METODOLOGIA.
Diseno de estudio.

Estudio epidemiologico de tipo cohorte, observacional, descriptivo y prospectivo que incluira a
los pacientes pediatricos con diagnostico de Neuroblastoma.

Universo de estudio.

Se incluiran todos los pacientes pediatricos de 0 a 18 afios de edad, de ambos sexos con
diagnéstico de Neuroblastoma que hayan sido diagnosticados en el Hospital Infantil de México
Federico Gbmez en quienes se haya realizado identificacion del polimorfismo -251 A/T IL-8.

Criterios de inclusién

a) Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios de edad de ambos sexos con diagnostico de
Neuroblastoma.

b) Pacientes que no hayan recibido tratamientos previos.

c) Atendidos en el servicio de Oncologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

d) Que el expediente contenga los siguientes datos: edad del paciente al momento del
diagnostico, género, datos clinicos al ingreso, estudios de imagen y laboratorio al
diagnéstico, fecha del diagnoéstico, localizacion de tumor primario, presencia de
enfermedad metastasica al diagnéstico, estadificacién de NB y tratamiento recibido.

e) Firma de consentimiento / asentimiento informado.

Criterios de exclusion y eliminacion.

a) Pacientes con inmunodeficiencias adquiridas o congénticas.

b) Cantidad insuficiente de muestra que no permita la realizacion de las pruebas
necesarias para el estudio.

c) Falta de datos en expediente clinico.

d) Sin firma de consentimiento / asentimiento informado.

Descripcion de variables.
Dependiente

* Neuroblastoma
¢ Metastasis

Independientes
* Genotipo de los SNP analizados para cada citocina (-251 IL-8 (A/T)

Variables de control

Variable Tipo de Definicion Definicion Escala de Medicion
variable conceptual operacional
Neuroblastoma | Cualitativa Tumor maligno | El diagnostico sera | Categorica
nominal extracraneal determinado por | 1)NB de alto riesgo
dicotomica derivado de las | caracteristicas 2)NB de riesgo
células primordiales | clinicas e | intermedio
de la cresta neural. histopatologicas. 3) NB de Bajo riesgo.
Genotipo Cualitativa Informacion de | determinado Categorica
Nominal caracteristicas mediante PCR- | Homocigoto silvestre,
Policotomica genéticas que | RFLP, se obtendra | Heterocigoto y
tenemos los seres | tres categorias. | Homocigoto variable
humanos. Formado | Homocigoto
para cada gen por | silvestre,
dos alelos (silvestre | Heterocigoto y




y variante). Homocigoto.

Metastasis Cualitativa Diseminacion del | La metastasis sera | Categorica:
Nominal cancer de una parte | determinada por | 1) Paciente con
dicotébmica del cuerpo donde se | caracteristicas metastasis

formo originalmente | clinicas, estudios | 2) Paciente sin
a otra parte del | de imagen e | metastasis.
cuerpo. histopatologicos.

Niveles IL8 Cuantitativa Moléculas Datos obtenidos a | Numérica (de razon)
numérica quimiotactica través de una
contintia involucrada en la | prueba ELISA.

cascada
proinflamatoria y con
alto potencial
angiogeénico.

Edad Cuantitativa Término que se | Nomero de afos | Numérica
discreta. utiiza para hacer | cumplidos meses

menciéon al tiempo
que ha vivido un ser
vivo desde su
nacimiento.

Sexo Cualitativa Caracteristicas Identificacion en el | Categorica

dicotomica fenotipicas de los | expediente clinico | 1) Mujer, 2) Hombre
individuos que los | del dato de género
agrupan en hombre | registrado.
0 mujer.
Métodos.

1. Diagndstico de NB: por medio de hallazgos histopatologicos en biopsias de tumor y
morfologia de la médua 6sea.

2. Obtencién de muestra: Suero: Las muestras de suero empleadas para la determinaciéon de
los niveles de IL-8 seran colectadas por punciéon venosa 1ml (previo consentimiento y/o
asentimiento informado) como parte de las pruebas requeriadas para el diagnéstico de los

pacientes teniendo la precaucién de hacerlo antes de que el paciente haya sido
transfundido o de que hayan pasado al menos 3 meses desde la ultima
transfusion. No se realizd una puncion exclusivamente para el protocolo.

3. Metodologia experimental: Analisis del polimorfismo genéticos de -251 (A/T) del Gen IL-8

Extraccion de ADN:

El ADN se obtuvo por el método de columna de acuerdo a las instrucciones de la casa
comercial (Qiagen, QlAamp DNA blood, midi kit). En resumen, las células se lisaron
incubandolas con solucion de lisis, el producto de la lisis se incubo con proteinasa K
(200ug/uL). Posteriormente se adicion6 etanol absoluto volumen a volumen, se homogeneizo y
se paso a través de la columna, se realizaron dos lavados con las soluciones “AW1” y “AW2”.
Finalmente se coloco la solucion de elusiéon en la columna y por centrifugacion se obtuvo el
DNA el cual fue almacenado a -20°C hasta ser utilizado para la genotipificacion.

Estandarizacioén de la técnica de PCR-RFLP

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




Genotipificacién del gen IL-8

La identificacion de estos polimorfismos se realiz6 mediante metodologias de PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Estos analisis utilizaron pares de iniciadores que
incluyen secuencias intronicas y exoénicas para asegurar la amplificaciéon de cada uno de los
genes a estudiar y no de un pseudogen (tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de los iniciadores

Polimorfismo Secuencia de Iniciador Producto de

amplificacion
-251 IL-8 F: 5 TCATCC ATGATC TTGTTC TAA 3 542 pb

(A>T)

R: 5 GGA AAACGC TGT AGGTCAGA 3

El DNA genomico se amplifico con los oligonucleétidos especificos para cada uno de los
genes, dNTP’s, regulador 1X (20 mM Tris-HCI, 2 mM MgSO4) y Taq ADN polimerasa. El
producto de PCR se visualizo en un gel de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de Etidio.
Después de la amplificacion se realizd una restriccion enzimatica del producto de PCR
mediante una endonucleasa de restriccion especifica para cada polimorfismo a estudiar.

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

4. Recursos:

MATERIALES
* Expediente Clinico.
* Hoja de Recoleccion de Datos.
* Estudio Histopatoldgico.
* Kits de extraccién de DNA y genotipificacion.

HUMANOS

* Residente de Oncologia Pediatrica realizé el protocolo de investigacion y analisis de
los datos obtenidos bajo asesoria del tutor metodolégico, recolecto la informacion de
los expedientes, clinicos y bases de datos asi como la busqueda de la literatura para la
elaboracién del marco teérico.

* Investigador Responsable: Elaboracion del protocolo y marco teérico y seguimiento del
estudio.

* Asesor Metodolégico: Es el responsable de guia el disefio del protocolo de
investigacion, la redaccién de este, asi como apoyar en el andlisis de la informacion
para la presentacion de los resultados.

5. Anélisis estadistico.

Se analizaran los casos de pacientes pediatricos con diagnéstico de Neuroblastomaa en los
cuales se determiné la presencia del polimorfismo -251 (A/T) de IL-8 y su asociacion con
factores de mal prondstico que les confieran una estadificacion de alto riesgo. Para definir el
riesgo se analizaran factores ya conocidos, como edad, etapa al diagnéstico, sitio del tumor
primario, histologia del tumor y presencia de enfermedad metastasica al diagnéstico. Se realizé
estadistica descriptiva realizando el célculo de frecuencias de caracteristicas clinicas,
genotipos y por alelo para cada polimorfismo.



IX. 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 o 3 ml de sangre
periférica de pacientes pediatricos con diagnéstico de Neuroblastoma. Esta toma no altera el
tratamiento. Ademas dichas muestras seran obtenidas de los sobrantes de las muestras utilizadas
para las pruebas rutinarias como parte del diagnéstico 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, firmado previamente por padre o tutor, y ademas la carta de asentimiento en aquellos
pacientes mayores de 8 afios. (Ver anexo 1y 2).



IX. LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

* Incidencia baja de la enfermedad con riesgo de que los pacientes presenten regresion
espontanea, haciendo que en algunos casos la enfermedad no pueda ser detectada
clinicamente a edades tempranas.

= Tiempo de seguimiento para valorar la supervivencia libre de enfermedad.

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



X. ANALISIS DE RESULTADOS

Para la estandarizacién de la Técnica PCR-RFLP para el -251 IL-8 (A>T) del gen IL-8, se
hicieron curvas de concentracién de iniciadores, MgCl,, temperatura de alineamiento, tomando
en cuenta la temperatura medio de los iniciadores, La temperatura optima de alineamiento fue
de 57 °C en donde se obtuvo un producto amplificacion sin bandas inespecificas. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes (tabla 2).

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para el -251 (A/T) IL-8 del gen IL-8

35 ciclos 95°C 60 s

64°C 60 s

72°C 60 s

Extension final 72°C 8 min
Producto de PCR 542 pb

En la figura A se observa una electroforesis con los productos de PCR para el gen IL-8.

FiguraA. Amplificaciones del gen/L-8 SNP -251 A/T

MPM 1 2 3 4 5

542 pb
Pl i

a) MPM= Marcador de peso molecular de 100 pb, carril 1 al 5 producto de PCR de 542 pb delgen
IL-8SNP -251 A/T.

Figura A : Se muestran productos de PCR para el gen IL-8 de 305 pares de bases (carril 1 al 5)

En la figura B se observa la digestion del producto de PCR del gen IL-8 con la enzima de
restriccion Mfe I, para la determinacién del genotipo del SNP -251 A>T



Figura B. Digestion del gen /IL-8 SNP-251 A/T con la enzima Mfe |

MPM 1 2 3

MPM= Marcador de peso molecular
de 100 pb

1= GenotipoTT

2= Genotipo AT

3= Genotipo AA

Figura B: Se muestran la digestion del gen IL-8 con la enzima Mfe | para la determinacion del
SNP -251 IL-8 (A>T), se observa el genotipo TT en el carril 1 (642 pb, 92 pb), genotipo AT en el
carril 2 (542 pb, 450 pb y 92 pb) y el genotipo AA en el carril 3 (450pb y 92 pb).

GENOTIPIFICACION DE LOS PACIENTES.

El genotipo del SNP -251 (A>T) del gen IL-8, hasta el momento ha sido determinado en 20
pacientes con Neuroblastoma y 20 pacientes sanos (Figura Ay B).

* El genotipo homocigoto silvestre (AA) se encontré en dos pacientes (10%) con
Neuroblastoma y en dos pacientes sanos (10%).

* El genotipo heterocigoto (AT) se encontré en 12 pacientes con Neuroblastoma (60%) y
en 4 de los pacientes sanos (20%).

* El genotipo homocigoto variante (TT) se encontrd en 6 (30%) pacientes enfermos y se
observé en 14 individuos sanos (70%). (Tabla 3).

Las frecuencias alélicas en pacientes con Neuroblastoma fue del 40% para el alelo A 'y 60%

para el alelo T. En los pacientes sanos las frecuencias alélicas fue del 20% para el alelo A 'y
80% para el alelo T. (Tabla 4).

Tabla 3: Frecuencias por genotipo del SNP -251 (A/T) del gen IL-8

Frecuencias por genotipo para el SNP -257 (A>T) del gen IL-8

Genotipo Numero de Frecuencia % Individuos sanos Frecuencia %
pacientes n=20 n=20
AA 2 10 % 2 10 %
AT 12 60 % 4 20 %
TT 6 30 % 14 70 %

Tabla 4: Frecuencias por alelo del SNP -251 (A/T) del gen IL-8

Alelo Numero de alelos Frecuencia % Individuos sanos Frecuencia %
n=40 n=40
A 16 40 % 8 20 %

T 24 60 % 32 30 %



CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Entre Diciembre de 2014 y Marzo de 2018 se reclutaron un total de 20 pacientes con
diagnostico de Neuroblastoma en el HIMFG a quienes se les realiz6é prueba para identificar el
polimorfismo -251 (A/T) del gen de IL-8. El grupo de edad en el cual se presenté con mayor
frecuencia fue en menores de 18 meses representando un 45% de los casos, seguido de los
mayores de 5 afios en un 25%. En cuanto al género, se vieron afectados de forma mas
frecuente las mujeres con 12 casos de 20 (60%) en contraste con 8 casos de 20 (40%) en el
género masculino. El sitio primario mas frecuente fue glandulas suprarrenales (40%),
retroperitoneo (30%), paraespinal (15%), mediastinal (10%) y abdomino pélvico (5%) de los
casos.

Edad de Presentacion
10%
<18 meses
25% 45% 8meses - 5 afios
>5 afios
/ neonatal
20%
Sitio primario
40%
30%
15%
10%
5%
SR Retroperitoneo paraespinal mediastinal abdomen/ pelvis

En cuanto a su presentacion clinica, el 50% de los casos debutaron con tumores metastasicos
al diagnosticos, de los cuales uUnicamente el 25% presentaron algunos de los sindromes
paraneoplasicos mencionados anteriormente. Las anomalias mas frecuentemente encontradas
en la BH fueron anemia (38%) y trombocitosis (37%) por el contrario 12 de 20 (60%) pacientes
tuvieron un BH normal al diagnostico.



Como parte del abordaje diagnoéstico, se realizaron los siguientes estudios:
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De acuerdo al grado de diferenciacion reportado en las muestras de nuestros pacientes, los NB
se distribuyen de la siguiente manera:

Indiferenciado 3 15%
Poco diferenciado 9 45%
en diferenciacién 3 15%

diferenciado 3 15%

no especificado 2 10%

maduro 0 0%

De acuerdo a los factores de riesgo estudiados en nuestra poblacién, se observé un indice de
mitosis cariorrexis (MKI) bajo en 5 pacientes (35%), moderado en 4 pacientes (20%) y no
especificado en 11 pacientes (55%). En cuanto a la amplificacion N-myc se realizé Unicamente
en un paciente (5%) en el cual no se encontr6 dicha amplificacién.

La estatificacion de los pacientes se realizé basandose en la evaluacion clinica, radiografica y
quirurgica. Los 3 factores prénosticos clinicos principales son la edad al diagnéstico, es estadio
de la enfermedad y la histologia. Los estadios que se encontraron en nuestra poblacién con
respecto al INSS fueron 8 casos estadio E4 (40%), 6 casos estado E3 (30%), 4 casos estadio
E1 (20%) y 2 casos estadio E2b (10%).

INSS

E4S | 0%

E4 40%

E3 30%
E2b 10%

El 20%

En cuanto a la clasificacion INRG 9 casos (45%) fueron metastasicos, 7 casos (35%) fueron
tumores locorregionales y 4 casos (20%) fueron tumores localizados.

INRG

45%
35%

20%

L1 L2 M M2



En el HIMFG se emplea un esquema de quimioterapia basado en los protocolos del POG 8104
y 8441 para etapas 1-2 y 3-4 respectivamente. De acuerdo a la evaluacion de nuestra
poblacion 9 de 20 pacientes (45%) recibieron tratamiento de alto riesgo, 7 de 20 (35%)
tratamiento de riesgo intermedio y 4 de 20 (20%) tratamiento para bajo riesgo.

Riesgo
Bajo
20% Alto
45%
Intermedio ™. =~

35%

En cuanto al tratamiento neoadyuvante que recibié nuestra poblacion, 15 de 20 pacientes
(75%) recibieron quimioterapia neoadyuvante presentando toxicidad por la misma en 12 casos
representando el 60% de los nifios por lo que se requirid realizar ajuste en dosis de
quimioterapia de acuerdo a la edad y peso en 8 de 20 pacientes (40%). La respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante se registré de la siguiente manera:

Respuesta a quimioterapia neoadyuvante

CR

VGPR

PR

MR

SD

PD

No evaluado

g = O N DN 0 OfN

Sin QT neoadyuvante

Posterior a la terapia neoadyuvante, 14 de 20 pacientes (70%) requirieron continuar tratamiento
con quimioterapia adyuvante, por el lado contrario 6 pacientes de 20 (30%) recibieron
unicamente terapia neoadyuvante. De los pacientes que continuaron con quimioterapia
adyuvante el 55% present6 toxicidad asociada. La respuesta a quimioterapia adyuvante fue de
la siguiente manera:

Respuesta a quimioterapia adyuvante

CR

VGPR

PR

MR

SD

PD

No evaluado

Sin QT adyuvante
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De los 9 de 20 pacientes que recibieron el protocolo de alto riesgo (45%), 5 de ellos (55%)
recibieron terapia de consolidacibn con trasplante autélogo de células progenitoras
hematopoyéticas y posteriormente 4 de 5 (80%) continuaron con tratamiento post consolidacion
con acido 13 cis retinoico por un lapso de 6 meses posterior al trasplante.

Consolidacion TCPH

55%
45%

N

Los casos de neuroblastoma de bajo riesgo representan el 20% con un total de 4 casos. Los
cuatro pacientes actualmente se encuentran en vigilancia posterior a reseccion completa del
tumor primario. Dos de los cuatro casos al diagndstico presentaron asociaciéon con sindrome de
Kinsbourne, su histologia fue de Neuroblastoma diferenciado y en diferenciacion con indice de
mitosis y cariorrexis bajo, lo que les confiere una histologia favorable, segun la Clasificacion
internacional de patologia para Neuroblastoma (INPC). Estos casos recibieron manejo para el
sindrome paraneoplasico con gammaglobulina, dexametasona y ciclofosfamida. La edad de
presentacion al diagnéstico de 12 y 20 meses, con una media de 16 meses al diagnéstico.

En ninguno de los 20 pacientes se document6 enfermedad refractaria a tratamiento y hasta el
momento sélo 1 de 20 pacientes (5%) presenté recaida de la enfermedad ameritando
tratamiento de segunda linea.

En cuanto al estado actual de los pacientes de este estudio, 12 de 20 (60%) se encuentran en
vigilancia, 6 de 20 (30%) continuan recibiendo tratamiento y dos (10%) fallecieron por cuadro
de choque séptico y choque hemorragico. Durante el periodo de vigilancia, se registr6 una
segunda neoplasia en 1 de 20 pacientes (5%) quien presentd Leucemia aguda linfoblastica
actualmente en tratamiento de mantenimiento.

Estado actual de la poblacion de estudio

Vivo sin enfermedad 12 60%
vivo con enfermedad 6 30%
muerto con enfermedad 2 10%
muerto por progresion 0 0%
muerto sin enfermedad 0 0%




XI. DISCUSION

Estudios previos han mostrado asociacion del SNP -251 (A/T) como factor pronéstico en pacientes
con Neuroblastoma. En nuestro estudio los pacientes analizados presentaron alta frecuencia de
alelo T (60%) el cual ha sido asociado con mal pronéstico, niveles elevados de IL-8 en suero y
progresion del Neuroblastoma. Al analizar esta frecuencia con los estadios de cada paciente se
observé una diferencia entre el genotipo de -251 (A>T) y la estadificacion de riesgo (alto, intermedio
y bajo riesgo) ya que mas del 50% de todos los pacientes con Neuroblastoma presentaron al menos
un alelo T, sin embargo es importante mencionar que unicamente el 10% de los pacientes
analizados present6 el genotipo AA el cual ha sido asociado con mejor prondstico, mejores tasas de
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Es de crucial importancia mencionar que
no contamos con las pruebas moleculares (amplificacion de N-Myc) necesarias para la
estadificacion por lo que en nuestro instituto la determinacion del prondstico se establece en relacion
a los factores clinicos e histopatologicos que presenta el paciente al momento de hacer el
diagnéstico.

Por otro lado al analizar las frecuencias de genotipos para el SNP-251 (A>T) de las pacientes con
neuroblastoma en comparacién con individuos sanos utilizados para la estandarizacién de la técnica
se encontré una marcada diferencia entre la frecuencia por genotipo para este SNP. El 60% de los
pacientes con Neuroblastoma presentaron el genotipo AT en comparacién con 20% en poblacion
sana, la frecuencia para este genotipo concuerda con la reportada por Lagmay y cols (57.3% para
AT) en un estudio realizado en 96 pacientes con Neuroblastoma. Ademas en la cohorte de pacientes
analizada encontramos unicamente el 10% de pacientes con genotipo AA con la misma proporcién
para la poblacién sana. Esta relacion se observo claramente en el analisis de frecuencias por alelo
ya que los pacientes con Neuroblastoma presentaron una frecuencia de 70% para el alelo T en
compracion con los individuos sanos en los que se presento una frecuencia del 30%, estos nos
indica que este puede ser un posible biomarcador de riesgo a Neuroblastoma en poblacion
mexicana.

El presente es el primer estudio en analizar frecuencias de los SNP’s de IL-8 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. Podemos
observar que se muestran diferencias considerables tanto en las frecuencias reportadas por alelos y
por genotipos, lo cual puede ser un factor importante para el desarrollo y progresion de la
enfermedad. Por lo tanto, como parte del seguimiento de este trabajo de investigacion, es necesario
continuar con el andlisis del polimorfismo -251 (A/T) en poblacién mexicana con Neuroblastoma
incluyendo una mayor cantidad de pacientes, ademas de analizar los niveles séricos y tisulares de
IL-8. Dentro de los métodos propuestos por diversas series internacionales para la estandarizacion
de los factores pronéstico para neuroblastoma, es importante incorporar a nuestros criterios diversas
técnicas de medicina molecular que nos permita identificar la amplificacion N-myc para poder
establecer el papel pronostico de estos polimorfismos y comparar nuestros resultados de forma mas
precisa con lo publicado en series internacionales y asi estandarizar un nuevo criterio de
estadificacion de riesgo para los pacientes con Neuroblastoma.



XIl. CONCLUSION

* Se estandarizaron las condiciones metodoldgicas necesarias para la genotipificacion
del polimorfismo -251 IL-8 (A>T).

e Elalelo T del SNP -251 IL-8 (A>T) se presenté con mayor frecuencia en pacientes con
Neuroblastoma que en individuos sanos representando un 60% de los casos.

* Probablemente el alelo T del SNP -251 IL-8 (A>T) puede tener un rol importante en el
desarrollo y progresion del Neuroblastoma, como posible biomarcador de mal
pronostico.

* Es necesario incluir un mayor cantidad de pacientes para determinar el impacto
pronostico de los polimorfismos -251 IL-8 (A>T).



Xlll. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Fecha

Actividad

Octubre a Diciembre 2017
Enero a Marzo de 2018
Abril a Mayo 2018

Junio 2018

Establecer Metodologia
Revision de expedientes
Analisis de Resultados
Entrega de tesis




XIv. ANEXOS.

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

TITULO DEL ESTUDIO:

“Asociacion de los polimorfismos -251 IL-8 (A>T) en pacientes pediatricos con diagnoéstico de
Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México Federico Gomez”

Nombre del paciente

Nombre del tutor

Después de haber sido debidamente informado(a) sobre el objetivo del estudio y de haberme
enterado que el estudio no implica riesgo para mi hijo(a), he decidido aceptar voluntariamente
la participacion 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 obtencion 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 tendran ningun costo para el
paciente.

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

* Se mantendra la confidencialidad de la informacion relacionada con su persona.

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

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

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

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

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

En el caso que tuviese cualquier duda, pregunta o queja relacionada a la conduccién de este
estudio, puedo discutirlo con los investigadores el Dr. Luis Enrique Juarez Villegas y la Dra.
Gabriela Hernandez Pliego. Que se encuentran en el teléfono 52 28 9917 en la ext. 4205 y
4204 respectivamente.



Ante dos testigos y el investigador principal, firmo o imprimo mi huella dactilar como constancia
de mi aceptacion voluntaria en la participacién de mi hijo(a) en este estudio, el dia del
mes de del 2018 en la Ciudad de México.

Firma o huella dactilar del padre o tutor

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

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

TITULO DEL ESTUDIO:T
“Asociacién de los polimorfismos -251 IL-8 (A>C) en pacientes pediatricos con diagnostico de
Neuroblastoma en el Hospital Infantil de México Federico Gomez”

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 analizar tu material genético y asociarlo con el resultado del
tratamiento que te realizaran.

Justificacion:

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

Debido a que algunos genes que se encuentran en tus células pueden estar relacionados con
el desarrollo y metastasis del tumor (que las células malas lleguen a otras zonas de tu cuerpo).
Es por ello que la informacion que se obtenga como resultado de este estudio dara 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 participacién es completamente voluntaria y
debe ser autorizada por tus padres o tutores y por ti.

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

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

TITULO DEL ESTUDIO:

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

Nombre del paciente: Edad:

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

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

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

* Se mantendra en secreto la informacion 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.

* 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
, 2018 en la Cd. de México.

Firma o huella dactilar del padre o tutor

Testigo 1
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Testigo 2
NOMBRE FIRMA
DIRECCION PARENTESCO
Investigador Investigador

Dr. Luis Enrique Juarez Villegas Dra. Gabriela Hernandez Pliego
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