. 22 UNIVERSITAT
i SN imesigacio [J99) POLITECNICA —J|
——: =X Sanitarialape

DE VALENCIA

Escola Técnica Supe

rior
d’Enginyeria Agronomica i del Medi Natural

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALECIA

ESCOLA TECNICA SUPERIOR D’INGINYERIA AGRONOMICA I DEL MEDI NATURAL

GRADO EN BIOTECNOLOGIA
CURSO 2016-2017

TRABAJO FINAL DE GRADO
ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD MINIMA
EN NEUROBLASTOMAS NO
METASTASICOS L2

Blanca Garcia Mico

Tutoras: Dra. Yania Yanez Peralta
Dra. Eloisa Jantus Lewintre

Valéncia, 10 de julio de 2017






RESUMEN

Titulo: Estudio de la enfermedad minima en neuroblastomas no metastasicos L2

Palabras clave: Neuroblastoma, enfermedad minima, reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), TH, DCX, PHOX2B.

Resumen: El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en ninos, el cual
destaca por su heterogeneidad clinica y bioldgica. Constituye aproximadamente el 5% de los
canceres pediatricos y el 40% de los diagnosticados durante el primer afio de vida. Se trata de
un tumor producido por el crecimiento aberrante de las células progenitoras de la cresta
neural que migran durante el desarrollo embrionario para formar los ganglios simpaticos, la
médula suprarrenal y las cadenas laterales simpaticas. Es por ello que pueden aparecen a lo
largo de todo el sistema nervioso simpatico, siendo las localizaciones mds comunes el
abdomen, la médula suprarrenal, el térax o el cuello. Alrededor del 50% de pacientes
presentan metdastasis al diagndstico, que se producen por via hematoldgica y linfatica, siendo
las mds comunes en médula ésea, higado, piel y hueso.

Las principales variables con valor prondstico, consensuadas por los grupos cooperativos
internacionales y que se tienen en cuenta para la estratificacion de los pacientes en grupos de
riesgo pre-tratamiento son: la edad al diagndstico, el estadio tumoral, la amplificacion del
oncogén MYCN vy la histologia. A ellos, recientemente, se han afadido la ploidia y las
aberraciones en el brazo largo del cromosoma 11.

Los neuroblastomas no metastasicos generalmente tienen un buen prondstico, sin embargo,
aproximadamente el 10% de ellos desarrolla recaidas locales o metastasicas y como
consecuencia, fallecen. Es por ello que el estudio y la evaluacidn de biomarcadores con valor
prondstico, es vital para identificar pacientes con mayor riesgo de recaidas y poder optimizar
su tratamiento y mejorar las tasas de supervivencia. En neuroblastomas metastasicos y de alto
riesgo se han evaluado un gran nimero de biomarcadores de expresion mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). Se ha demostrado que los genes TH (tirosina hidroxilasa),
DCX (doblecortina) y PHOX2B (paired-likehomeobox 2b), son marcadores idéneos por su
sensibilidad y especificidad en la deteccidn de células de neuroblastoma circulantes. Ademas,
se ha comprobado que los niveles de expresion de los marcadores permiten identificar
pacientes de ultra-alto riesgo al diagndstico y evaluar de manera dptima la respuesta al
tratamiento. Sin embargo, el valor prondstico de la deteccion de los marcadores de
enfermedad minima residual en pacientes con tumores localizados ha sido muy poco
estudiado.

El objetivo de este estudio es comprobar el valor prondstico de la deteccién de enfermedad
minima en pacientes con neuroblastoma no metastasico. La identificacion de aquellos con
mayor riesgo de recaidas podria ayudar a optimizar las estrategias de tratamiento y mejorar
las tasas de supervivencia de los pacientes.



ABSTRACT

Title: Minimal disease study in non-metastatic stage L2 neuroblastoma patients

Key words: Neuroblastoma, minimal disease, real time quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR), TH, DCX, PHOX2B.

Neuroblastoma is the most common extracranial solid tumor in early childhood, which is
remarkable for its clinical and biological heterogeneity. This disease represents approximately
5% of childhood cancers and 40% of all diagnosed cancers during the first year of children life.
It consists in a tumor caused by the aberrant growth of neural crest progenitor cells which
migrates during the embryonal developing to form the sympathetic nervous system. Therfore
neuroblastoma can arises anywhere in the sympathetic nervous system as the adrenal medulla
or the paraspinal sympathetic ganglia, forming masses in the abdomen, chest or neck. About
50% of patients present metastases at diagnosis, which is produced by hematologic and
lymphatic route, being the most common in bone marrow, liver, skin and bones.

The most important variables with prognostic value, established by most of the international
cooperative groups for pre-treatment risk group classification are: age at diagnosis, tumor
stage, MYCN oncogene amplification and histology. Recently, ploidy and aberrations in
chromosome arm 11q, have been added to these risk factors.

Non-metastatic neuroblastomas generally have good prognosis, however, approximately 10%
of them develop local or metastatic relapses and, consequently die due to disease progression.
For this reason, the study and evaluation of biomarkers with prognostic value is vital for
identifying patients with high risk of relapse in order to optimize their treatment and improve
their survival rates. In high-risk and metastatic neuroblastomas, a great deal of expression
biomarkers has been assessed by real time quantitative PCR (RT-gPCR). It has been
demonstrated that TH (tyrosine hydroxylase), DCX (doublecortine) and PHOX2B (paired-like
homeobox 2b) genes are suitable markers because of their sensitivity and specificity in the
detection of circulating neuroblastoma cells. Moreover, it has been proven that high
expression levels of these markers allow to identify ultra-high risk patients at diagnosis and to
optimally evaluate response to treatment. However, the prognostic value of the detection of
minimal residual disease markers in patients with localized tumors has been poorly studied.

The aim of this study is to verify the prognostic value of minimal disease detection in patients
with localized neuroblastoma. Identifying those patients at increased risk of relapse could help
optimize treatment strategies and improve survival rates of these patients.
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1. Abreviaturas

ALK: anaplastic lymphoma kinase

Anti-GD2: anticuerpo anti-Disialoganglidsido

ARID1A: AT rich interactive domain 1A

ARID1B: AT rich interactive domain 1B

ATRX: alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
cDNA: acido desoxirribonucleico complementario

DCX: doublecortin

DNA: acido desoxirribonucleico

dNTPs: deoxynucleotide triphosphates

EM: enfermedad minima

EMR: enfermedad minima residual

FISH: fluorescence in situ hibridation

GD2: disialogangliésido 2

GN: ganglioneuroma

GNB: ganglioneuroblastoma

IDRF: Image-defined risk factor

INPC: The International Neuroblastoma Pathology Classification
INRG: International Neuroblastoma Risk Group

INSS: International Neuroblastoma Staging System

mMRNA: acido ribonucleico mensajero

MYCN: v-mycmyelocytomatosis viral related oncogene neuroblastoma derived
NB: neuroblastoma

NRAS: neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) oncogene homolog

PHOX2B: paired-like homeobox 2b



PTPN11: protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11

RNA: acido ribonucleico

RT-gPCR: Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction

SEHOP: Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pedidtrica

SIOPEN: International Society of Pediatric Oncology European Neuroblastoma
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

TH: tyrosine hydroxylase

TIAM1: T-cell lymphoma invasion and metastasis 1

UNG: Uracil-N-Glycosylase



2. Introduccion

2.1. Neuroblastoma

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas frecuente en nifios, el cual destaca por
su heterogeneidad clinica y bioldgica (Brodeur y Maris, 2002). Constituye aproximadamente el
5% de los canceres pedidtricos y el 40% de los diagnosticados durante el primer afo de vida. La
prevalencia en Espafia es de 1 caso por cada 100.000 nacimientos, diagnosticdndose con mas
frecuencia en nifios de corta edad (Peris-Bonet, 2008). Se trata de un tumor infantil producido
por el crecimiento aberrante de las células progenitoras de la cresta neural que migran
durante el desarrollo embrionario para formar los ganglios simpaticos, la médula suprarrenal y
las cadenas laterales simpaticas. Es por ello, que la localizacion mds comun del tumor primario
es el abdomen (65%), especialmente en la médula suprarrenal (al menos el 50% de ellos),
aunque también aparecen con frecuencia en el cuello, el térax y la pelvis (Maris, 2010)(Figura
1). Alrededor del 50% de pacientes presentan metastasis al diagndstico, que se producen por
via hematoldgica y linfatica, siendo las mas comunes en médula dsea, higado, piel y hueso
(Brodeur, 2003).
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Figura 1. Localizaciones anatémicas mas frecuentes del tumor primario en neuroblastoma (American
Society of Clinical Oncology, 2005).

El diagndstico del neuroblastoma se basa en la existencia de rasgos histopatoldgicos
caracteristicos de tejido tumoral, asi como en la presencia de células tumorales en aspirados y
biopsias de médula d6sea, ademas de altas concentraciones de catecolaminas urinarias
(Brodeur y Maris, 2002; Brodeur et al., 1988). En la mayoria de los casos, este tumor aparece
de forma esporadica aunque existen casos familiares, en los que la enfermedad presenta una
herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta. Sin embargo, éstos son raros,
suponiendo sdlo el 2% de los casos diagnosticados (Kushner et al., 1996).



2.2. Histopatologia

Los tumores neuroblasticos estan compuestos fundamentalmente por dos tipos de células:
células neuroblasticas, de estirpe neural, y células estromales de estirpe glial. En funcidn de la
proporcidn de estos dos tipos celulares y del grado de diferenciacidn, los tumores se clasifican
en tres grupos con caracteristicas histologicas especificas (Figura 2):

e Neuroblastomas (NB): son los tumores mas indiferenciados, formados en su mayoria

por neuroblastos y menos de un 50% de células de Schwann. Esta categorial tumoral, a
su vez, se subdivide en funcién de la madurez de los neuroblastos en NB
indiferenciados (formados Unicamente por células indiferenciadas, con citoplasma
escaso y nucleos redondos), NB pobremente diferenciados (que contienen hasta un 5%
de neuroblastos diferenciados), y NB en diferenciacién (formados por mas de un 5% de
neuroblastos diferenciados, con citoplasma abundante y nucleos prominentes).

e Ganglioneuroblastomas (GNB): presentan un nivel medio de diferenciacion y estan
formados por mas del 50% de células de Schwann y por células neurobldsticas en
diferentes estadios de diferenciacion.

e Ganglioneuromas (GN): es el tipo de tumor mas diferenciado, formado
fundamentalmente por células ganglionares maduras y abundante estroma
schwanniano. Se subdivide en GN en maduracidn, si todavia quedan neuroblastos en

diferenciacidon o células ganglionares madurando, o GN maduro, si la maduracién de
las células ganglionares es completa.

Figura 2. Clasificacion histoldgica de los tumores neuroblasticos (Shimada et al., 1999b).

A: Neuroblastoma indiferenciado; B: Neuroblastoma poco diferenciado; C: Neuroblastoma en
diferenciacidn; D: Ganglioneuroblastoma; E: Ganglioneuroma en maduracién; F: Ganglioneuroma
maduro.



La clasificacion histopatoldogica actual "The International Neuroblastoma Pathology
Classification" (INPC) distingue entre tumores con prondstico favorable o desfavorable
teniendo en cuenta factores como la edad de diagndstico, el indice de mitosis-cariorrexis, el
contenido de células estromales de tipo Schwan y el grado de diferenciacidn neuroblastica
(Shimada et al., 1999a; Shimada et al., 1999b).

2.3. Alteraciones genéticas en neuroblastoma

Las células tumorales de neuroblastoma pueden presentar alteraciones genéticas muy
diversas. Las mejor caracterizadas son la amplificacién del oncogén MYCN (Brodeur et al.,
1984; Seeger et al., 1985), las alteraciones de la ploidia (Look et al., 1991), la ganancia del
brazo cromosémico 17q (Caron, 1995), y la delecion de 1p (Christiansen y Lampert, 1998) y de
11q (Spitz et al., 2006). También se dan, aunque con baja frecuencia, mutaciones somaticas en
ciertos genes.

2.3.1. Amplificacion del oncogén MYCN

La amplificacién del oncogén MYCN es la primera alteracidn genética descrita asociada a
neuroblastomas agresivos, de mal prondstico y con alto riesgo de recaidas. Este gen se localiza
en el cromosoma 2p24 y su amplificacidon se detecta aproximadamente en un 35 % de los
tumores primarios (Brodeur et al., 1984; Seeger et al., 1985). MYCN codifica para un factor de
transcripcién que regula genes implicados en el control del ciclo celular, la apoptosis y la
angiogénesis, y su sobreexpresidon en neuroblastoma contribuye a la tumorogénesis (Bell et al.,
2010). Teniendo en cuenta que la amplificacion de MYCN es un marcador inequivoco de un
comportamiento tumoral agresivo, que se utiliza en la estratificacién de pacientes para su
tratamiento, se ha desarrollado una metodologia estandarizada para garantizar la calidad de
los estudios del estatus de dicho gen (Ambros et al., 2003). La técnica estandar para la
deteccion de amplificacion de MYCN es la hibridacidon in situ por fluorescencia o FISH
(fluorescence in situ hibridation) (Figura 3), y mas recientemente los SNP-arrays (Ambros et al.,
2009).

Figura 3. Deteccion de amplificacion del oncogén MYCN mediante hibridacion in situ por fluorescencia.



2.3.2. Ganancia del cromosoma 17q

La ganancia del brazo largo del cromosoma 17 es la aberracién cromosémica mas frecuente, la
cual estd presente en el 70% de todos los tumores y aproximadamente en el 100% de los
neuroblastomas de alto riesgo (Caron, 1995; Lastowska et al., 1997; Mosse et al., 2007). La
ganancia de 179 es debida fundamentalmente a translocaciones con otros cromosomas. La
translocacion mas frecuente se produce con el brazo corto del cromosoma 1 (Caron et al.,
1994; Savelyeva et al., 1994), y también con el brazo largo del 11 (Van Roy et al., 1994). Esta
alteracion suele estar asociada a estadios avanzados de la enfermedad, amplificacién de
MYCN, delecion de 1p o diploidia, y su valor prondstico independiente aun es un tema
controvertido (Bown et al., 1999; Theissen et al., 2014).

2.3.3. Delecion del cromosoma 1p

La delecién del brazo corto del cromosoma 1 se detecta en aproximadamente el 30% de los
casos de neuroblastoma, siendo un indicador de mal prondstico. Se asocia frecuentemente
con la amplificacion de MYCN y con un mayor riesgo de recaidas locales (Christiansen y
Lampert, 1998; Caron et al., 1996; Maris et al., 2007). La mayoria de estas deleciones tienen
lugar en la regidn 1p36, donde se han localizado genes supresores de tumores, sin embargo no
se ha demostrado que, de forma independiente, esto sea suficiente para desencadenar la
enfermedad (Henrich et al., 2011; White et al., 2005).

2.3.4. Pérdida del cromosoma 11q

Las aberraciones genéticas en el brazo largo del cromosoma 11 como deleciones,
translocaciones y pérdidas alélicas también son recurrentes en neuroblastoma. La delecién
mds comun se produce en la region 11923 y esta presente en aproximadamente el 30-40% de
los tumores primarios (Spitz et al., 2006; Ora y Eggert, 2011). La pérdida de 11q estd
relacionada inversamente con la amplificacion de MYCN y se asocia a neuroblastomas muy
agresivos y de mal prondstico (Attiyeh et al., 2005; Caren et al., 2010).

2.3.5. Aneuploidia

Las alteraciones en el contenido de DNA o en el nimero de cromosomas es un hallazgo
frecuente en neuroblastoma que ha sido incluido recientemente como factor prondstico en el
actual sistema de clasificacion de los pacientes en grupos de riesgo pre-tratamiento (/INRG)
(Look et al., 1991; George et al., 2005). En general, los pacientes con tumores que presentan
ganancias o pérdida completas de cromosomas (cariotipo hiperploide, con un nimero de
cromosomas en el rango de la triploidia, de 58 a 80) y pocas alteraciones estructurales, tienen
un prondstico favorable (Schneiderman et al., 2008). Sin embargo, los tumores cuasi-diploides
(de 44 a 57 cromosomas) o cuasi-tetraploides (de 81 a 103) que presentan alteraciones
segmentarias asociadas con una inestabilidad gendmica, tienen un comportamiento mas
agresivo (Kaneko y Knudson, 2000; Schleiermacher et al., 2012) (Figura 4).

2.3.6 Mutaciones somaticas

Las mutaciones somaticas no son muy frecuentes en neuroblastoma, sin embargo, estudios
recientes han identificado, mediante técnicas de secuenciacidn masiva, mutaciones
recurrentes en algunos genes como ARIDIA y ARID1B (11%), ALK (7-9%), TIAM1 (3-10%),
PTPN11 (2,9%), ATRX (2,5%), MYCN (1,7%) o NRAS (0,83%), entre otros (Molenaar et al., 2012;
Pugh et al.,, 2013). No obstante, en los casos de neuroblastoma familiar, el 90% de los
pacientes presentan mutaciones en el gen ALK (anaplastic lymphoma kinase). ALK codifica

6



para un receptor tirosina quinasa implicado en la diferenciacidn neuronal, la proliferacidon vy la
supervivencia celular, por lo que estd relacionado con diversos canceres humanos. Aunque en
los neuroblastomas esporddicos la mutaciéon de este gen no es tan frecuente, también es
posible identificarla en aproximadamente el 15% de los tumores primarios, sobre todo en la
recaida (Janoueix-Lerosey et al., 2008). Actualmente existen tratamientos dirigidos con
inhibidores de ALK en ensayos clinicos en fases tempranas como el Crizotinib o el Brigatinib
(ARIAD PHARMACEUTICALS, 2017; M.D. ANDERSON CANCER CENTER, 2017).

Las mutaciones en el gen PHOX2B (paired-likehomeobox 2b) se producen entre un 2 y un 10%
de los neuroblastomas hereditarios y de forma muy infrecuente en los esporadicos. Este gen
codifica para un factor de transcripcion implicado en el desarrollo de la cresta neural y su
mutacion estd asociada al aumento de proliferacion y diferenciacion de células del linaje
simpatico-adrenérgico. Las alteraciones en ALK y PHOX2B, y su sobreexpresidén, estan
relacionadas con un mal pronéstico de la enfermedad (Trochet et al., 2004).
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Figura 4. Alteraciones estructurales (A) y numéricas (B) en neuroblastoma.



2.4. Factores con valor prondstico en neuroblastoma

Aunque se ha estudiado el valor prondstico de un gran nimero de variables, muchas de ellas
no tienen valor independiente sino que se asocian a otras con mas peso en el desarrollo de la
enfermedad. Las principales variables con valor prondstico independiente consensuadas por la
mayoria de los grupos cooperativos y que se tienen en cuenta para la estratificaciéon de los
pacientes en grupos de riesgo pre-tratamiento son: la edad al diagndstico (Brodeur y Maris,
2002; London et al., 2005), el estadio tumoral (Brodeur et al., 1993), la amplificacion del
oncogén MYCN vy la histologia (Shimada et al., 1999a). A ellos, recientemente, se han anadido
la ploidia y las aberraciones en el brazo largo del cromosoma 11.

2.4.1. Edad de diagnéstico

La edad a la que se diagnostica la enfermedad es un factor fundamental para determinar el
prondstico de la misma. Los pacientes menores de 18 meses generalmente tienen mejor
prondstico que los nifios de mayor edad, mientras que los pacientes mayores de 18 meses y
con metdstasis presentan muy mal prondstico. Por otra parte, los pacientes mayores de 5 afios
tienen mal prondstico, alto riesgo de recaida y la enfermedad cursa mas lentamente que en
pacientes de menor edad (London et al., 2005; Evans y D’Angio, 2005).

2.4.2. Estadio clinico

En la década de los 90 se desarrollé un sistema de estadiaje conocido como “The International
Neuroblastoma Staging System” (INSS) (Brodeur et al., 1993). Este sistema se basaba en una
evaluacidon clinica, radioldgica y quirurgica, y clasificaba a los pacientes en los siguientes
estadios:

e Estadio 1: tumor localizado con escision macroscépica completa, con o sin
enfermedad residual microscépica; ganglios linfaticos ipsilaterales representativos,
negativos para el tumor microscopicamente, ya que los nédulos adheridos al tumor
primario y extirpados con él, pueden ser positivos.

e Estadio 2A: tumor localizado con escisidon quirdrgica incompleta; ganglios linfaticos
ipsilaterales representativos, negativos para el tumor microscépicamente.

e Estadio 2B: tumor localizado con o sin reseccién macroscopica completa; ganglios
linfaticos ipsilaterales no adherentes, positivos para el tumor. Los ganglios linfaticos
contralaterales agrandados deben ser negativos microscdpicamente.

e Estadio 3: tumor irresectable infiltrante mas alla de la linea media (determinada por la
columna vertebral), con o sin afectacion de los ganglios linfaticos regionales; o tumor
unilateral localizado con compromiso de los ganglios regionales contralaterales; o
tumor irresectable en la linea media con extensidn bilateral por infiltracion.

e Estadio 4: tumor primario con diseminacién a ganglios linfaticos distantes, huesos,
médula ésea, higado piel u otros érganos, con excepcidn de lo definido para el estadio
4s.

e Estadio 4S: tumor primario localizado como se define en los estadios 1 y 2, con
diseminacion limitada a piel, higado o médula désea, en lactantes menores de un afio
de edad. La afectacion medular debe ser minima (menos del 10% de células nucleadas
totales identificadas como malignas por biopsia de hueso o por aspirado de médula
Osea). Una afectacién mas extensa de la médula désea se consideraria como
enfermedad en estadio 4.



No obstante, este sistema de estadiaje tiene en cuenta factores post-quirdrgicos y no resulta
del todo adecuando para la estratificacion de los pacientes previo al tratamiento. Por ello, mas
recientemente se desarrolld6 un nuevo sistema, “The International Neuroblastoma Risk
Grouping Staging System” (INRGSS), el cual tiene en cuenta la presencia o ausencia de factores
de riesgo valorados por imagen o IDRFs (Image-defined risk factors), y la presencia o no de
metastasis, en el momento del diagndstico. Segun este sistema, los tumores localizados en una
region concreta se clasifican como L1 (tumores localizados 1, sin IDRFs) o L2 (localizados 2, con
IDRFs); y los tumores metastdsicos, como M (metastadsicos) o MS (metastdsicos especiales).
Estos ultimos se diferencian de los M en que las metastasis estdn confinadas exclusivamente a
la piel, higado y/o médula 6sea en pacientes menores de 18 meses. En base a este sistema de
estadiaje se definen pacientes de muy bajo riego, con una tasa de supervivencia a los 5 afios
superior al 85%; pacientes de bajo riesgo, con tasas de supervivencia entre 75-85%; pacientes
de riesgo intermedio, con tasas de supervivencia entre 50-75%; y pacientes de alto riesgo, con
un tasa de supervivencia inferior al 50% (Tabla 1) (Shimada et al., 1999a; Cohn et al., 2009;
Monclair et al., 2009).

Tabla 1. Clasificacion de los neuroblastomas en grupos de riesgo pre-tratamiento (Cohn et al., 2009).
GN: Ganglioneuroma; GNB: Ganglioneuroblastoma.

. . ) Diferenciacion del Delecion - Gn_Jpos de
Estadio INRG Edad (meses) Categoria Histolégica MYCN Ploidia riesgo
tumor dellq .
pretratamiento
L1/L2 GN en maduracion; GNB A-Muy bajo
entremezclado
cualquiera excepto GN en E:q - .
L1 maduracion; GNB plificado B-Muy bajo
entremezclado Amplificado K-Alto
cualquiera excepto GN en No no D-Bajo
<18 maduraciéon; GNB Amplificado ) .
entremezclado Si G-Intermedio
no E-Bajo
En diferenciacion No
L2 Amplificado si
GNB nodular; )
218 neuroblastoma dl;gggg::;;eo No H-Intermedio
indiferenciado Amplificaco
Amplificado N-Alto
<18 No Amplificado Hiperdiploide F-Bajo
<12 No Amplificado Diploide l-Intermedio
M 12a<18 No Amplificado Diploide J-Intermedio
<18 Amplificado 0O-Alto
>18 P-Alto
No Amplificado no C-Muy bajo
MS <18 Si Q-Alto
Amplificado R-Alto




2.5. Neuroblastomas no metastasicos

Los neuroblastomas no metastdsicos generalmente tienen un buen prondstico, sin embargo,
aproximadamente el 10% de ellos desarrolla recaidas locales o metastdsicas y como
consecuencia, fallecen. Los pacientes con neuroblastoma localizado y sin amplificacién del
oncogén MYCN presentan muy buen prondstico y son tratados Unicamente con cirugia o con
una dosis de quimioterapia estandar seguida de cirugia, mostrando buenos resultados (Rubie
et al., 2011). Sin embargo, los pacientes con el tumor localizado pero con amplificacion de
MYCN, son incluidos en el protocolo de alto riesgo y reciben un tratamiento intensivo que
consiste en quimioterapia de induccién, cirugia, trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos, radioterapia, terapia bioldgica con acido retinoico-13-cis e inmunoterapia.
No obstante, pese a la intensidad del tratamiento, los pacientes de alto riesgo presentan tasas
de supervivencia que no superar el 50% (Brodeur, 2003; Yafiez et al., 2011). El estudio y la
evaluacion de biomarcadores con valor prondstico es vital para identificar neuroblastomas no
metastdsicos con alto riesgo de presentar recaidas o progresiones y poder asi, optimizar su
tratamiento y mejorar las tasas de supervivencia.

2.6. Deteccion de enfermedad minima residual en neuroblastoma

Desde que en los afios 90 se detectaron por primera vez células neurobldsticas en sangre
periférica y médula 6sea de pacientes con neuroblastoma, se han dedicado grandes esfuerzos
en desarrollar y optimizar los métodos de deteccidon de enfermedad minima residual (EMR) en
este tumor (Moss y Sanders, 1990). La EMR o micrometastasis no es mas que la persistencia de
pequeias cantidades de células tumorales durante el tratamiento oncoldgico o tras finalizar el
mismo. Su deteccién se puede realizar mediante diversas técnicas, las mas utilizadas y
estandarizadas en neuroblastoma son la inmunocitologia y la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR por sus siglas en inglés) (Figura 5) (Burchill y
Selby, 1999; Beiske et al., 2009).
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Figura 5. Métodos de deteccion de EMR en neuroblastoma. A: Deteccidn por inmunocitologia de las
células circulantes de neuroblastoma. B: Grafico de la amplificacion de la PCR cuantitativa a tiempo real.

10



La inmunocitologia consiste en la deteccién de células tumorales a través de la unién
especifica de anticuerpos a antigenos de membrana de las células neuroblasticas. Esta técnica
tiene una sensibilidad de deteccion de 1 célula tumoral en un millédn de células, no obstante,
depende del niumero de células analizadas y de la disponibilidad de anticuerpos especificos
gue se unan a antigenos de membrana de las células tumorales. Los anticuerpos anti-GD2 son
especificos y sensibles para de la deteccién de células de neuroblastoma en médula ésea
puesto que el disialogangliésido (GD2) es un glicoesfingolipido de membrana presente en la
mayoria de los neuroblastos (Cheung et al., 1985; Faulkner et al., 1998).

La RT-gPCR es un método ampliamente utilizado para la deteccién de EM y EMR en diversos
tipos de cancer, entre ellos el neuroblastoma (Burchill y Selby, 2000). Se trata de una técnica
extremadamente sensible que permite la deteccidén de una célula tumoral entre 10° células
hematopoyéticas, sin embargo, se ha de realizar de forma rigurosa ya que la expresién de los
mRNA diana puede verse afectada por diversos factores como son las condiciones de recogida
y almacenamiento de las muestras, el procesado inadecuado de las mismas y cambios en la
transcripciéon de los genes empleados como marcadores. Se han desarrollado métodos
semicuantitativos que comparan la cantidad de mRNA del gen utilizado como biomarcador con
la de un gen de expresidn constitutiva. Esto permite evaluar de forma eficaz los cambios en la
carga tumoral en médula ésea y sangre periférica durante el transcurso de la enfermedad
(Burchill et al., 2001; Cheung y Cheung, 2001).

Se han llevado a cabo numerosos estudios para identificar y evaluar el valor prondstico de la
detecciéon de un gran nimero de biomarcadores (Viprey et al., 2008; Cheung et al., 2008;
Trager et al., 2008). Los genes TH (tirosin hidroxilasa), DCX (doblecortina) y PHOX2B (paired-
likehomeobox 2b) han sido identificados como biomarcadores sensibles y especificos para la
deteccion de células de neuroblastoma y son los consensuados por el grupo europeo de
monitorizacion molecular SIOPEN. El gen TH codifica para la tirosin hidroxilasa, el primer
enzima de la ruta de sintesis de las catecolaminas, las cuales son producidas por las células
neuroblasticas (Burchill et al., 2001; Lambooy et al., 2003; Ootsuka et al., 2008). El gen DCX
codifica para una proteina que interacciona y regula los microtubulos del citoesqueleto y esta
implicado en la migracién de neuroblastos durante el desarrollo del cértex cerebral. Este
marcador se expresa especificamente en neuronas en migracién a través del sistema nervioso
central y periférico durante el desarrollo embrionario y post-natal (Gleeson et al., 1999; Oltra
et al., 2005). Algunos autores han detectado la expresion de TH y DCX a bajos niveles en
muestras de sangre periférica y médula ésea de donantes sanos. Para evitar el problema de la
expresion inespecifica de estos marcadores se utilizan diversas aproximaciones estadisticas
(Kugi et al., 2006; Corrias et al., 2012). Recientemente se ha identificado el gen PHOX2B como
un biomarcador 100% especifico para la deteccion de células neuroblasticas (Stutterheim et
al., 2008). Este gen codifica un factor de transcripcidn que promueve la formacién y
diferenciacidn neuronal durante el desarrollo neural, expresdandose Unicamente en células del
sistema nervioso (Pattyn et al., 1999). Teniendo en cuenta la gran heterogeneidad tumoral del
neuroblastoma, la utilizacion de varios biomarcadores, aumenta la especificidad y la
sensibilidad de deteccién de EM o EMR en este tumor.
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Al diagndstico, la deteccién de EM en sangre periférica y médula dsea permite identificar
neuroblastomas metastasicos de muy alto riesgo para los cuales deben plantearse nuevas
estrategias de tratamiento. El valor prondstico de la deteccién de EMR y su utilidad para
evaluar la respuesta al tratamiento ha sido extensamente estudiado en neuroblastomas
metastdsicos de alto riesgo (Fukuda et al., 2001; Tchirkov et al., 2003; Reynolds, 2004; Burchill
et al., 2001; Trager et al., 2008; Viprey et al., 2014; Yafiez et al. 2016). Por el contrario, existen
muy pocos estudios sobre el valor prondstico de la deteccion de EMR en pacientes con
tumores localizados (Pérez et al., 2000; De Bernardi et al., 2008). Un estudio reciente de un
grupo cooperativo espafiol en los estudios de neuroblastoma de la SEHOP (Sociedad Espafiola
de Hematologia y Oncologia Pedidtrica) revela que la deteccidn de expresién de TH y DCX en
sangre periférica de pacientes con neuroblastoma no metastasico al diagnédstico, se asocia a un
mayor riesgo de recaida (Yafez et al., 2011). No obstante el valor prondéstico independiente de
la deteccién de EM en pacientes con enfermedad localizada y su utilidad clinica no esta del
todo esclarecido.
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis

Los neuroblastomas no mestatdsicos tienen un prondstico variable. Algunos pacientes
desarrollan recaidas metastasicas y a consecuencia fallecen por progresién de la enfermedad.
La hipdtesis del presente trabajo plantea que la deteccion de enfermedad minima al
diagndstico mediante técnicas altamente sensibles permitiria identificar pacientes con alto
riesgo de recaidas para los que deberian contemplarse nuevas estrategias de tratamiento.

3.2. Objetivo principal
El objetivo de este estudio es comprobar el valor prondstico de la deteccién de enfermedad
minima en pacientes con neuroblastoma no metastasico.

3.2.1. Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto en la supervivencia de la deteccién de la expresién génica de TH, DCX
y PHOX2B en pacientes neuroblastoma localizado.
2. Comprobar el efecto en la supervivencia de factores de riesgo conocidos en
neuroblastoma en la serie de pacientes estudiada.
3. Elucidar el valor pronéstico independiente de la deteccidn de los marcadores de
enfermedad minima residual en pacientes con enfermedad localizada
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4. Materiales y métodos

4.1 Pacientes y muestras

La cohorte de estudio consisti6 en 73 pacientes con neuroblastoma no metastdsico
procedentes de la mayoria de hospitales espafioles que cooperan en los estudios de
neuroblastoma actualmente abiertos. Todos los pacientes seleccionados presentaban tumores
neurobldsticos en estadio L2, segin el criterio de clasificacion del “International
Neuroblastoma Risk Grouping Staging System” (INRGSS) (Monclair et al., 2009), y estaban
incluidos en diferentes ensayos clinicos nacionales o europeos (LNESG-I Y II, INES, EUNS, HR-
NBL 1 y otros). Se excluyeron del estudio los pacientes con tumores localizados estadio L1,
debido a que presentan altas tasas de supervivencia y la deteccion de los biomarcadores de
EMR es muy infrecuente y no parece tener valor prondstico en este grupo (Yafez et al., 2011).

Se analizaron un total de 67 muestras de sangre periférica y 70 aspirados de médula ésea al
diagnédstico. Las muestras de médula ésea fueron previamente analizadas mediante estudios
citoldgicos e histoldgicos y todas estaban libres de infiltracidn por neuroblastos. Las muestras
fueron coleccionadas dentro de los protocolos de tratamiento, sin suponer extracciones
adicionales y con la firma previa de un consentimiento informado por parte de los padres o
tutores legales de los pacientes segun la normativa vigente. Se recolectaron 2 mL de sangre
periférica y 0,5 mL de médula dsea en tubos Vacutainer EDTA (BD, UK). Se evaluaron al menos
un tipo de muestra por cada paciente, aunque en la mayoria de los casos se disponia de
muestras pareadas.

4.2. Extraccion de RNA de las muestras

Para la extraccién de RNA de las muestras de sangre periférica y médula ésea, en primer lugar,
se realizé una centrifugacion en gradiente para separar las células mononucleadas. Para ello se
utilizé el gradiente Lymphoprep (AXIS-SHIELD, PoC, AS) siguiendo el siguiente protocolo:

e Se centrifugan las muestras de sangre periférica a 2000 rpm durante 10 minutos para
obtener el plasma.

e Tras su separacién de la fase celular, el plasma se trasvasa con una pipeta pasteur a un
tubo de criocongelacién y se almacena a -80°C.

e Las muestras de médula ésea y de sangre periférica (tras haber separado el plasma), se
lavan con el mismo volumen de suero fisioldgico.

e Enuntubo de 15 mL se afiaden 2 mL de solucidn de Lymphoprep.

e Las muestras lavadas con suero se transfieren al tubo de 15 mL con la Lymphoprep, con
cuidado y lentamente para no mezclar las dos fases.

e Se centrifugan a 2000 rpm durante 20 minutos, creando un gradiente de densidad que
permite separar las diferentes fases. Las células mononucleadas quedan en un halo
blanquecino en el centro del tubo, entre el suero y la solucién Lymphoprep.

e El halo de linfocitos se recoge con cuidado de no mezclar las tres fases con una pipeta
pasteur y se trasvasa a otro tubo de 15 mL.

e Se afiade suero fisiolégico al nuevo tubo hasta un volumen final de 8 mL y se centrifuga a
2000 rpm durante 10 minutos.
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e Se decanta el sobrenadante y el pellet celular es resuspendido con 350 uL de RLT, tampdn
de lisis que contiene tiocianato de guanidinio, el cual lisa las células y evita la
desnaturalizacion del DNA y el RNA, para su posterior extraccidon. Inmediatamente se
almacena a -80°C.

El RNA total de estas células se aislé utilizando el kit de extraccidn RNAeasy kit (Qiagen)
siguiendo las indicaciones del fabricante:

e A las muestras de sangre periférica y médula dsea resuspendidas en RLT se les afade el
mismo volumen de etanol Rnasa-free al 70% que del afiadido previamente de RLT (350 pL).

e A continuacion, se transfieren los 700 pL de muestra a la columna de extraccién de RNA y
se centrifuga a 11000 rpm durante un minuto. Tras desechar el filtrado, se afiaden 700 uL
de tampdn RW1, se centrifuga bajo las mismas condiciones y se elimina el filtrado.

e La columna se transfiere a un nuevo tubo recolector y se afiaden 500 pL de tampdn RPE.
Se centrifuga a 11000 rpm durante un minuto y se desecha el filtrado.

e Se anaden otros 500 pL del mismo tampdn, se vuelve a centrifugar durante 2 minutos, y se
elimina el filtrado.

e Lacolumna se transfiere a un tubo Eppendorf donde se recogera el RNA extraido.

e Se afiaden 40 pL de agua destilada Rnasa-free y se centrifuga a 11000 rpm durante un
minuto para eluir el RNA vy, a continuacién, el RNA obtenido es cuantificado mediante
Nanodrop.

4.3. Retrotranscripcion del RNA a cDNA

Se retrotranscribieron en cada caso 1,2 ug de RNA en un volumen de reacciéon de 60 ul
utilizando el kit TagMan Gold RT-PCR (PE AppliedBiosystems, Foster City, CA USA). Para ello se
emplearon los siguientes reactivos:

Tabla 2. Cantidades de los reactivos necesarios por muestra para la realizacion de la retrotranscripcion.

REACTIVO Volumen (pL) | Concentracion
H20 Rnasa Free 1,10
10X Buffer 6,00 1X
25 mM MgClI2 13,20 5.5mM
dNTPs (10 Mm) 6,00 1mM
Hexdameros Random (50uM) 3,00 2.5 uM
Rnasin (20 U/ul) 1,20 0.4 U/uL
Multireverse Transcriptasa (50 U/ul) 1,50 1.25 U/uL
SUBTOTAL 32,00
Muestra 28,00 1,2 ug

El programa del termociclador utilizado para llevar a cabo la retrotranscripcion de las muestras
de RNA a cDNA fue el siguiente:

1. Incubacidon: 10 minutos a 25°C.
2. Retrotranscripcién: 30 minutos a 48°C.
3. Inactivacién: 5 minutos a 95°C.
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4.4. PCR cuantitativa a tiempo real

Los estudios de expresién de TH, DCX y PHOX2B se llevaron a cabo mediante RT-gqPCR en el
equipo VIIA7 (Applied Biosystems), utilizando las sondas TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems) para determinar la expresion de cada uno de los marcadores con
respecto a la de un gen de expresidn constitutiva, 82M, y que sirve de referencia enddgena
para controlar la diferencia entre el RNA extraido y el cDNA sintetizado. Las referencias de las
sondas utilizadas son: Hs00167057_m1 (DCX), Hs00165941 mi1 (TH), Hs00921342 m1l
(PHOX2B) y Hs00984230_m1 (82M).

Cada reaccién de amplificacién tuvo lugar en una placa de 96 pocillos en la que cada pocillo
contenia un total de 25 uL; siendo 4uL de muestra de cDNA y los 21l restantes de PCR Master
Mix (Applied Biosystems) y de las sondas fluorescentes que permiten la visualizacion de cada
marcador. Las muestras se evaluaron por triplicado para cada uno de los cuatro genes
analizados (TH, DCX, PHOX2B y 82M) y se empled en todos los casos un control positivo.

El programa utilizado para la amplificacién fue el siguiente:

2 minutos a 502C, para optimizar la actividad de la UNG.
10 minutos a 95°C, para activar la DNA polimerasa AmpliTaqg Gold y desactivar la UNG.
3. 40 ciclos de amplificacion de dos pasos, un paso de 15 segundos a 959C y otro de 1
minuto a 60°C.
4. 2 minutos de incubacién a 42C para detener la reaccién.

Para normalizar los valores de expresién de cada marcador se utilizé la férmula del ACT:
ACT = CT[TH, DCX, PHOX2B] - CT[62M]

Al valor medio de CT de cada marcador se resta el valor medio de CT de 62M para cada
muestra. Se consideran positivas aquellas muestras en las que al menos dos de las réplicas
muestran un valor de CT inferior a 40, aplicando un valor de Threshold de 0,08.

4.5. Analisis estadisticos

Para contrastar la posible asociacidn entre la deteccidn de los diferentes marcadores en sangre
periférica y en médula dsea, y la supervivencia, tanto global como libre de eventos, se
utilizaron modelos de regresion de Cox. La supervivencia libre de eventos (SLE) se define como
el tiempo transcurrido desde la fecha de diagndstico hasta el momento que se produce una
recaida, progresion tumoral o éxitus, mientras que la supervivencia global (SG) se define como
el tiempo transcurrido hasta la muerte o ultima revisién del paciente. Los p-values menores
gue 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Para determinar el valor prondstico independiente de la deteccidn de los biomarcadores en
sangre periférica y médula dsea re realizd un modelo de regresion de Cox penalizada (Cox-
elastic-net) que incluia variables de conocido valor prondstico como el estatus de MYCN y de
11q, el estadio tumoral y la edad al diagnéstico. Todos los anadlisis se realizaron mediante el
software R (versidn 3.4.0).
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5. Resultados

La cohorte de estudio consistié en 73 pacientes con neuroblastoma no metastasico estadio L2
(segun el sistema de estadiaje del INRG). De acuerdo a la clasificacion del INSS, 15 pacientes
eran estadios 2 y 58 estadios 3. Los tumores primarios se localizaban fundamentalmente en el
abdomen (43,8%), las glandulas suprarrenales (20,6%) y, en menor nimero, en el térax (11%) y
en la zona cervical (6,9%). Mas de la mitad de los pacientes fueron diagnosticados antes de los
18 meses de edad (60,3%), mientras que en el 39,7% de los casos, los pacientes tenian mas de
un ano y medio en el momento del diagndstico. La cohorte de estudio estaba formada por 44
hembras y 39 varones, de los cuales el 19,2% presentaba amplificacion del gen MYCN y el 5,5%
ganancia de dicho oncogén. Sélo el 9,6% de los pacientes presentaban tumores con delecién
en el brazo largo del cromosoma 11. De toda la cohorte de estudio, 13 pacientes presentaron
recaidas (8,2% locales, 6,8% metastasicas y 2,7% locales y metastdsicas), y el 6,8% de los
mismos fallecieron por progresion de la enfermedad (Tabla 3).

Tabla 3. Datos clinicos y biolégicos de la cohorte de estudio.

NB L2 (INRGSS)
Caracteristicas Estadios (INSS)
2 3 Total

Numero de pacientes 15 58 73
Localizacion del tumor primario

Suprarrenal 3 12 15

Abdominal 5 27 32

Cervical 2 3 5

Toréacica 3 5 8

Cervico-toracica 1 4 5

Toraco-abdominal 0 3 3

Pélvica 1 3 4

Otros sitios 0 1 1
Edad al diagnéstico

Mayores de 18 meses 4 (26,7%) 25 (43,1%) 29 (39,7%)

Menores de 18 meses 11 (73,3%) 33 (56,9%) 44 (60,3%)
Sexo

Hembra 5 (33,3%) 34 (58,6%) | 39(53,4%)

Varén 10 (66,7%) 24 (41,4%) | 34 (46,6%)
Estado de MYCN

Amplificado (%) 2 (13,3%) 12 (20,7%) | 14 (19,2%)

No amplificado (%) 12 (80%) 43 (74,1%) 55 (75,3%)

Ganancia (%) 1(6,7%) 3(5,2%) 4 (5,5%)
Estado de 11q

Delecionado (%) 2 (13,3%) 5(8,6%) 7 (9,6%)

No delecionado (%) 12 (80%) 46 (79,3%) 58 (79,5%)

No informado (%) 1(6,7%) 7 (12,1%) 8 (10,9%)
Recaidas

Local (%) 0 (0,0%) 6 (10,3%) 6 (8,2%)

Metastasica (%) 0 (0,0%) 5(8,6%) 5 (6,8%)

Local + metastasica (%) 1(6,7%) 1(1,7%) 2 (2,7%)
Exitus

Porcentaje (%) 1(6,7%) 4 (6,9%) 5 (6,8%)
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Se analizo la expresidn relativa de TH, DCX y PHOX2B mediante RT-qPCR en 67 muestras de
sangre periférica y 70 aspirados de médula dsea obtenidos en el momento del diagndstico. Se
detectd expresidon génica de TH y DCX en el 24% de las muestras de sangre periférica y de
PHOX2B en el 28% de ellas. En médula désea, se detectd la expresidon de TH en el 44% de los
casos, DCX en el 46% y PHOX2B en el 41% de las muestras. Los datos relacionados con la
deteccion de expresidn de los marcadores se reflejan en la tabla 4.

Tabla 4. Datos de expresion de TH, DCX'y PHOX2B detectados en sangre periférica y médula dsea en la
cohorte de neuroblastomas no metastasicos.

SANGRE PERIFERICA MEDULA OSEA
MARCADORES | positivas (%) | mediana | positivas (%) | mediana
TH 16 (24%) 17,8 31 (44%) 15,3
DCX 16 (24%) 19,2 32 (46%) 17,2
PHOX2B 19 (28%) 17,5 29 (41%) 16

Para determinar el valor prondstico de la deteccidén de enfermedad minima al diagndstico en
los pacientes con enfermedad localizada estadio L2, se evalud el efecto de la deteccién de la
expresion de los marcadores, tanto en sangre periférica como en médula dsea, en la SG y SLE
de los pacientes. Los resultados de dicho andlisis revelan que los pacientes en los que se
detecta la expresidon génica de DCX en sangre periférica tienen mds propension a recaer que
aquellos en los que no se detecta la expresién de dicho marcador (p= 0,009) (Figura 6). El resto
de comparaciones con TH y PHOX2B, tanto en sangre periférica como en médula 6ésea,
incluyendo el analisis de la deteccién de la expresién conjunta de los tres marcadores, no
arrojaron resultados estadisticamente significativos.
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Figura 6. Efecto de la deteccidon de la expresidon de DCX en sangre periférica en la supervivencia libre de
eventos de la cohorte de NB no metastasicos. SP: sangre periférica.
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Se compard el efecto en la supervivencia de otros factores de conocido valor prondstico en
neuroblastoma como: la edad, el estadio tumoral segun el INSS, y el estatus de MYCN y de 11q.
Los resultados de este andlisis revelaron que aquellos pacientes con NB en estadio 3, mayores
de 18 meses, con MYCN amplificado y 11q delecionado, tienen tasas de supervivencia
inferiores a los NB estadios 2, menores de 18 meses, con MYCN no amplificado y 11q no
delecionado (Figuras 7, 8, 9 y 10). No obstante, es necesario aumentar el tamafio muestral
para evaluar la potencia estadistica de estos resultados.
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Figura 7. Efecto del estadio 2 o 3 (segun el INSS) en la supervivencia libre de eventos.
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Figura 8. Efecto de la edad, mayor o menor de 18 meses, en la supervivencia libre de eventos.
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Figura 9. Efecto del estado de MYCN (no amplificado, amplificado o ganado) en la supervivencia libre de
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Figura 10. Efecto del estado del cromosoma 11q (delecionado o no) en la supervivencia libre de eventos.
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Finalmente, se realizd un modelo de regresion de Cox penalizada para evaluar el valor
prondstico independiente de la deteccidn de DCX en sangre periférica. En este modelo se
incluyen como covariables el estatus de MYCN, la delecion de 11q, la edad (mayor o menor de
18 meses), y el estadio tumoral (2 o 3 segun el INSS). En la tabla 5 se muestran los resultados
de dicho analisis, el coeficiente para cada variable como su respectivo hazard ratio (HR), el cual
no es mas que el exponencial del coeficiente de regresion.

Tabla 5. Modelo de regresién de Cox penalizada (Cox-elastic-net).

Variable Coeficiente HR
Edad 0,02 1,02
Amplificacion de MYCN 0,499 1,65
Ganancia de MYCN 0 1
Delecidon de 11q 0,34 1,41
Estadio tumoral 0 1
Expresidon de DCX en sangre 0,056 1,06

Los resultados del modelo de regresion muestran que la deteccion de la expresién de DCX al
diagnéstico tiene valor prondstico independiente y que la amplificacion de MYCN (0,499) vy la
delecién de 11q (0,34) son las variables con valor prondstico que mayor efecto tienen en la
supervivencia de los pacientes, seguido de la deteccion de la expresion de DCX en sangre
periférica (0,056) y de la edad al diagndstico (0,02).
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6. Discusion

En neuroblastomas localizados continda siendo dificil la identificacién de casos que requieren
especial atencion, sobre todo los estadios L2, grupo clinica y biolégicamente heterogéneo en
el que, aunque infrecuentes, se producen recaidas metastasicas. El actual sistema de
estratificacién de los neuroblastomas en grupos de riesgo pre-tratamiento, tiene en cuenta
ademas de factores clinicos e histopatoldgicos, factores biolégicos como la amplificacion del
oncogén MYCN, la delecién de 11g y cambios en el contenido del DNA o en el nimero de
cromosomas. No obstante existen casos en los que no se dan dichos factores de riesgo y los
pacientes recaen y fallecen a causa de la enfermedad. Teniendo en cuenta que la presencia de
células tumorales circulantes en sangre periférica y médula ésea de pacientes con tumores
sélidos, incluyendo el neuroblastoma, se ha correlacionado con mal pronéstico (Swartz et al.,
1999; Steen et al., 2008; Mocellin et al., 2006), la deteccién de la expresidon de marcadores de
EMR podria ayudar a identificar pacientes con enfermedad localizada con un mayor riesgo de
recaidas, en los que serian necesarias nuevas estrategias terapéuticas.

Diversos estudios han revelado el valor prondstico de la deteccion de EM y EMR en
neuroblastomas metastasicos de alto riesgo. En este grupo de pacientes, la deteccidon de
MRNA de TH y de otros biomarcadores de neuroblastoma como DCX en sangre periférica y
médula ésea al diagndstico es un indicador de mal prondstico, pues su deteccidn se asocia con
un mayor riesgo de recaida y éxitus (Reynolds, 2004; Burchil et al., 2001, Fukuda et al., 2001;
Tchirkov et al., 2003, Trager et al., 2008). Recientemente, el Grupo Europeo de Monitorizacion
Molecular de SIOPEN realizé un estudio multicéntrico internacional en el que se refleja que
altos niveles de expresion génica de TH y PHOX2B en sangre periférica permiten identificar
pacientes de ultra alto riesgo, los cuales deberian beneficiarse de nuevas estrategias de
tratamiento (Viprey et al. 2014). Dicho estudio ademdas postula que TH, DCX y PHOX2B son
biomarcadores idéneos para la deteccién de EMR en neuroblastoma y que altos niveles de
expresion de los mismos se asocia, de manera independiente a otros factores de riesgo, con
una peor supervivencia de los pacientes. Otro estudio mas reciente del grupo cooperativo
espanol en los estudios de neuroblastoma de la SEHOP (Sociedad Espafiola de Hematologia y
Oncologia Pediatrica), describe que la deteccion de la expresion de TH en sangre periférica, asi
como la deteccion de expresion de DCX en médula ésea al diagndstico, predicen una peor
supervivencia de los pacientes independientemente del estatus de MYCN y la edad de los
pacientes al debutar con la enfermedad, por lo que la determinacién del nivel de expresién de
los marcadores de EM al diagndstico, tanto en sangre periférica como en médula dsea, seria de
gran utilidad para optimizar el actual sistema de estratificacion de los pacientes en grupos de
riesgo y adecuar mejor el tratamiento. Asi mismo, este y otros estudio europeos refuerzan la
utilidad de la deteccidn de los marcadores de EMR al finalizar la quimioterapia de induccion y
al finalizar el tratamiento en los neuroblastomas de alto riesgo, para evaluar la respuesta al
tratamiento y el estado de remision de los pacientes (Yafiez et al., 2016; Viprey et al., 2014).

En neuroblastomas localizados existen pocos estudios enfocados a determinar el valor
prondstico y la utilidad clinica de la detecciéon de EM y EMR. En este grupo de pacientes, los NB
estadios 1 y 2 presentan altas tasas de supervivencia y las recaidas son bastante infrecuentes
(Pérez et al., 2000; De Bernardi et al., 2008, Yanez et al., 2011). Los NB estadio 3, en cambio,
pueden presentar un comportamiento mas agresivo que generalmente estd asociado a la edad
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de los pacientes en el momento del diagndstico y a la presencia de alteraciones genéticas en el
tumor. No obstante, hay pacientes sin estos factores de riesgo conocidos que presentan
recaidas metastasicas y que fallecen por progresion de la enfermedad.

Otro estudio del grupo cooperativo espaiol en los estudios de neuroblastoma de la SEHOP
revela que la deteccién de la expresion génica de TH y DCX al diagndstico en sangre periférica
de neuroblastomas no metastdsicos, predice una peor supervivencia libre de eventos. Al
separar a los pacientes por estadios, en los L1 (estadios 1 o 2 segun el INSS), la deteccion de
EM no parece tener valor prondstico (Yafiez et al., 2011). Sin embargo, los neuroblastomas
estadios L2 en los que se detectan los marcadores en sangre periférica, muestran una mayor
propension a sufrir recaidas pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Ademas en este trabajo tampoco se pudo esclarecer el valor prondstico independiente de la
detecciéon de los marcadores al diagndstico por el limitado nimero de pacientes de la serie en
los que se detectaba la expresién de los marcadores.

Con todo lo expuesto, el presente trabajo estaba enfocado a evaluar el valor prondstico
independiente de la deteccién de EM en sangre periférica y médula ésea al diagndstico. Para
ello se estudié una serie de 73 pacientes con NB no metastdsico estadio L2. Las tasas de
supervivencia libre de eventos y global se corresponden con las esperadas en pacientes con

enfermedad localizada (De Bernardi et al., 2008), sélo el 18% presentd recaidas y el 7% fallecid
por progresion de la enfermedad. La frecuencia de deteccion de los marcadores en sangre
periférica fue baja (inferiores al 30%) y ligeramente superior en médula ésea
(aproximadamente del 43%). Los resultados de los andlisis de supervivencia y los modelos de
regresion que incluian factores de conocido valor prondstico, revelan que la deteccidon de
expresion de DCX al diagndstico en sangre periférica se asocia a una peor supervivencia libre
de eventos de los NB no metastasicos L2, lo que refleja la propension a la diseminacién de la
enfermedad por via hematoldgica. Cabe destacar la ventaja que supone que la deteccién de
enfermedad minima al diagndstico en sangre periférica tenga valor prondstico por la facilidad
de obtencion de estas muestras, siendo un proceso poco invasivo en comparacion con la

realizacion de aspirados medulares.

Al analizar cdmo afecta a la supervivencia global y libre de eventos la deteccidn de la expresion
TH y PHOX2B, tanto en sangre periférica como en médula ésea, asi como la expresidon conjunta
de los tres, no se obtuvieron resultados estadisticamente significativos. Teniendo en cuenta
que la frecuencia de deteccién de los marcadores en este subgrupo de pacientes en el
momento del diagndstico es baja, en comparacidn a pacientes con enfermedad metastasica,
en los que la frecuencia de deteccion de los marcadores es de alrededor de un 70% en SP y de
mas de un 86% en MO (Yafiez et al., 2016), es necesario aumentar la serie de pacientes para
valorar la relevancia estadistica de estos resultados y elucidar el significado clinico de la
deteccion de los tres marcadores tanto en sangre periférica como en médula ésea. En el
modelo de regresion de Cox penalizada se confirmé el valor prondstico independiente de la
deteccion de DCX en sangre periférica al diagndstico asi como la de otros factores de riesgo ya
conocidos en neuroblastoma como la amplificacion de MYCN, la delecidon de 11q vy la edad al
diagnéstico, lo cual apoya la validez del mismo .
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En resumen, la deteccidn de la expresion de marcadores de EM en sangre periférica de
pacientes con NB no metastdsico predice una peor supervivencia libre de eventos de los
pacientes. No obstante, es necesario continuar investigando en estudios multicéntricos
cooperativos internacionales para poder esclarecer la utilidad clinica la deteccion de los
marcadores de EMR en este subgrupo de pacientes. La evaluacion de la EMR durante el curso
de la enfermedad y al finalizar el tratamiento en estos pacientes podria ser de gran utilidad a la
hora de tomar decisiones terapéuticas y para valorar el estatus de remisién de los pacientes.
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7. Conclusiones
Tras el trabajo de investigacion realizado y en base a los resultados obtenidos, se puede
concluir que:

1. En neuroblastomas no metastdasicos estadios L2, la deteccidn de la expresidn génica de DCX
en sangre periférica y no en médula dsea al diagndstico, predice de manera independiente
una peor supervivencia libre de eventos de los pacientes.

2. No se encontraron evidencias de que la deteccién de expresion de TH o PHOX2B al
diagndstico, asi como la expresidon conjunta de los tres biomarcadores, ni en sangre
periférica ni en médula dsea, tenga valor prondstico. No obstante, se considera que
aumentar la serie de pacientes y el nUmero de muestras analizadas permitird esclarecer el
valor prondstico de la deteccion de la expresidon de TH, DCX'y PHOX2B al diagndstico en NB
no metastasicos estadios L2.

3. En esta serie de pacientes se comprobdé que los NB estadios 3, mayores de 18 meses, con
MYCN amplificado y 11q delecionado, muestran una tendencia a una peor supervivencia
libre de eventos que los NB estadios 2, menores de 18 meses, con MYCN no amplificado y
11q no delecionado. No obstante, es necesario aumentar el tamafio muestral para evaluar
la potencia estadistica de estos resultados.

4. El valor prondstico de la deteccion de los marcadores de EMR vy su significado clinico debe
ser evaluado en estudios multicéntricos internacionales con el fin de elucidar si la deteccién
o los niveles de expresion de los marcadores ayuda a identificar pacientes con enfermedad
localizada con un mayor riesgo de recaidas y definir nuevos enfoques terapéuticos que
mejoren la supervivencia de los mismos.
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