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RESUMEN

El neuroblastoma es un tumor de origen embrionario que se desarrolla durante
la vida fetal o postnatal temprana a partir de células inmaduras de la cresta
neural, siendo el tumor sélido maligno mas frecuente en la infancia. La
mortalidad es muy elevada, oscilando entre el 30 y el 60%, aun con la
aplicacion de los tratamientos mas agresivos de quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia. A pesar de esta mortalidad global, el prondstico es sumamente
variable, y depende de diversos factores bioldgicos y genéticos aun poco
conocidos. En este estudio, hemos analizado mediante microarray 10 tumores
neuroblasticos  pediatricos malignos  (neuroblastoma), 10 tumores
neuroblasticos pediatricos benignos (ganglioneuroma) y 10 muestras de tejido
no tumoral pediatrico (médula ésea normal). Los resultados del analisis nos
permitieron detectar un grupo numeroso de genes relacionados con la
proliferacion celular y la metastasis en el grupo de tumores malignos, siendo
elevada la expresion de genes del sistema inmunitario en los otros tipos de
tejido. La utilizacion de estos genes permite no sélo identificar cada tipo de
muestra como neuroblastoma, ganglioneuroma o médula 6sea (valor
diagndstico) sino que, ademas, permite pronosticar la supervivencia de los
pacientes pediatricos en base a estos genes (valor pronostico). Todo ello nos
lleva a concluir que la cuantificacion de la expresion de determinados genes
presenta enorme utilidad clinica potencial, por lo que, si estos resultados se
confirman en una cohorte diferente de muestras, esta técnica podria ser
considerada durante el proceso diagnéstico y prondstico de los tumores

neuroblasticos infantiles.



INTRODUCCION Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El neuroblastoma es el tumor sélido maligno mas frecuente en la infancia, y
representa aproximadamente el 40% de todos los tumores sélidos durante los 4
primeros afios de la vida (Castleberry, 1997; Schwab et al.,, 2003). La
prevalencia de esta enfermedad se sitla en torno a un caso por cada 7000
recién nacidos, lo cual corresponde a aproximadamente 700 casos nuevos al
afio en Estados Unidos (Brodeur y Maris, 2002) y alrededor de 1200 en
Europa. El neuroblastoma es considerado un tumor de origen embrionario que
se desarrolla durante la vida fetal o postnatal temprana a partir de células
inmaduras de la cresta neural ya comprometidas hacia la linea de
diferenciacion neuronal pero que, por motivos aun desconocidos, sufren una

alteracion durante el proceso de diferenciacion neuronal normal.

En su conjunto, los neuroblastomas constituyen un grupo muy heterogéneo de
tumores en cuanto a sus caracteristicas morfologicas, genéticas, biologicas y
clinicas. Globalmente, la mortalidad de esta enfermedad es muy elevada,
oscilando entre el 30 y el 60%, aun con la aplicacién de los tratamientos mas
agresivos de quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia (Brodeur y Maris,
2002; Evans et al., 1976; Schilling et al., 2002). A pesar de esta mortalidad
global, el pronostico es sumamente variable, y depende de diversos factores
bioldgicos y genéticos, entre los que destacan la edad del paciente en el
momento del diagndstico, el estadio clinico en que se encuentre la enfermedad
y algunas caracteristicas biologicas del tumor tales como la amplificacion del
oncogén MYCN (Brodeur y Maris, 2002) o la presencia de mutaciones o

aberraciones cromosomicas.



El comportamiento clinico de los neuroblastomas es muy variable, existiendo
un amplio espectro que abarca desde la involucidn o regresion espontanea,
hasta la proliferacion maligna agresiva, habiéndose descrito casos en los que
ocurre una maduracion sin progresion tumoral. Las bases biolégicas implicadas
en la existencia de esta diversidad tumoral aiin no se conocen, lo cual dificulta
enormemente la comprension de los fendmenos biolégicos implicados en el

comportamiento clinico de estos tumores.

En general, los pacientes con neuroblastomas de estadio 4 (esto es, tumor
extendido a 6rganos distantes, sobre todo al hueso) que tienen mas de un afio
de edad en el momento del diagndstico, asi como los tumores de estadio 3
(importante extension local, pero no existen metastasis a distancia) con
amplificacion del gen MYCN (Figura 1A), presentan un riesgo muy elevado de
mortalidad (superior al 60% a pesar del tratamiento). Por el contrario, los nifios
con tumores de estadios 1, 2, y 3 (correspondientes a tumores loco-regionales,
esto es, sin extension a distancia) sin amplificacién del gen MYCN (Figura 1B),
asi como los lactantes (pacientes con menos de 18 meses de edad al
diagndstico) con neuroblastoma de estadio 4S (un estadio especial en el que
las metastasis estan localizadas Unicamente en médula 6sea, piel o higado
(Castleberry, 1997; Schwab et al., 2003; Brodeur y Maris, 2002), presentan el
riesgo mas bajo de mortalidad (menor del 10%). Finalmente, los pacientes
lactantes con neuroblastoma estadio 4 y los nifios mayores de un afio con la
enfermedad en estadio 3 pero sin amplificacion del gen MYCN, constituyen un

grupo de riesgo intermedio.



Figura 1. Células neurobléasticas correspondientes a un tumor con amplificacién del gen
MYCN (A) y a un tumor sin amplificacion de este oncogén (B). Ambas muestras
tumorales fueron sometidas a técnicas de FISH (hibridacién fluorescente in situ), por lo
que cada punto rojo corresponde a una copia del gen MYCN y cada punto verde a una

copia del centromero del cromosoma 17 (utilizado como control).

En una proporcion sustancial de pacientes (mas del 10% de todos los
neuroblastomas), el tumor puede experimentar una regresion espontanea
completa incluso en ausencia de cualquier intervencién terapéutica (Schwab et
al., 2003; Herman y Baylin, 2003). La regresion es mucho mas frecuente en los
tumores de estadio 4S, una enfermedad especial correspondiente a pacientes
lactantes cuyo tumor primario se puede extender al higado, la piel, o la médula
Osea (Castleberry, 1997; Schwab et al., 2003; Brodeur y Maris, 2002; Herman y
Baylin, 2003). La involucion espontanea y la maduracidén son rasgos tipicos del
neuroblastoma de estadio 4S y constituyen un fenémeno frecuente y bien
documentado (Teitz et al., 2000; Eggert et al., 2001) que también puede
aparecer también en un gran nimero de tumores loco-regionales (van Noesel

et al., 2002 y 2003). Finalmente, algunos neuroblastomas se pueden diferenciar
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en lesiones benignas, llamadas ganglioneuromas (Mora et al., 2000). Todos
estos fendbmenos hacen del neuroblastoma un tumor muy interesante desde un

punto de vista bioldgico.

La existencia de neuroblastomas clinicamente aparentes que experimentan
una regresion espontanea es un fenémeno biolégico de enorme trascendencia
clinica (D’Angio et al., 1971). Un dato fundamental que avala este fendbmeno de
la regresion espontanea es el hecho de que el porcentaje de neuroblastomas
localizados en la médula suprarrenal de neonatos fallecidos por causas no
tumorales es muy elevado, superando claramente la incidencia de estos
tumores en la poblacion general (Beckwith y Perrin, 1963; Hasegawa et al,
1982). El hallazgo frecuente de agregados microscopicos de células inmaduras
de la cresta neural (denominados neuroblastomas in situ) en autopsias, implica
que las lesiones in situ evolucionan mayoritariamente hacia la regresion y la
maduracion de manera espontdnea. No se ha determinado todavia si el
neuroblastoma que involuciona y el neuroblastoma in situ son restos
embrionarios persistentes, hiperplasias o neoplasias, pero las evidencias
sugieren que existen prerrequisitos genéticos para que la regresién tenga lugar

(Ambros et al., 1995; Hiyama et al., 1995; Mora et al., 2000).

Histol6gicamente, la capacidad de maduracion espontanea del neuroblastoma
se manifiesta en tres categorias morfologicas: el neuroblastoma indiferenciado
(neuroblastos inmaduros), el ganglioneuroblastoma (nivel intermedio de
diferenciacion neuronal/ganglionar) y el ganglioneuroma (la forma madura de
neuroblastoma) (Shimada, 1993). En la mayor parte de los casos, el

neuroblastoma estd constituido por una abundante poblacion celular
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correspondiente a los neuroblastos indiferenciados, los cuales forman rosetas
de células pequefas y redondeadas, con el nicleo prominente (Figura 2A). Por
este motivo, los neuroblastomas forman parte de los denominados “tumores de
células pequefas redondas”, de dificil diagndstico diferencial y mal prondstico
clinico. En contadas ocasiones, sin embargo, el tumor esta mayoritariamente
compuesto por ceélulas estromales, siendo muy escasas las células
neuroblasticas (Figura 2B). Este tipo de tumores tienden a un crecimiento
autolimitado y suelen asociarse a un prondstico favorable. Curiosamente, los
neuroblastomas con potencial madurativo pueden afectar los ganglios linfaticos
locoregionales sin presentar metastasis a distancia (enfermedad loco-regional o
neuroblastoma-LR). En la actualidad no es posible determinar con toda
precision qué casos de neuroblastoma evolucionardan como enfermedad loco-
regional y cuales desarrollaran metastasis, por lo que muchos casos de

neuroblastoma-LR acaban siendo sometidos a quimio- y/o radioterapia.
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Figura 2. Examen histolégico de un neuroblastoma rico en células neuroblasticas (A) y

un tumor rico en células estromales (B).



A pesar de lo dicho hasta ahora, la mayoria de los neuroblastomas
clinicamente detectables no involucionan ni maduran espontaneamente, sino
gue se presentan desde el inicio como tumores en estadio avanzado (estadio
4). Habitualmente, estos tumores avanzados responden inicialmente a la radio-
y quimioterapia, pero es muy frecuente apreciar una recurrencia del tumor y
una gran resistencia de las células neuroblasticas al tratamiento

quimioterapico.

A nivel microscépico, los neuroblastomas maduros comprenden dos subtipos
de poblaciones celulares: las células ganglionares o neuroblasticas y las
células de Schwann o estromales. Tradicionalmente, se pensaba que ambos
tipos celulares derivaban de un dnico clon tumoral neuroblastico. Una hipétesis
alternativa, sin embargo, sugiere que las células de Schwann presentes en los
neuroblastomas podrian ser células no tumorales de los tejidos no neoplasicos
circundantes y que estas células estromales serian captadas por las células
tumorales (Ambros et al., 1996). En este caso, las células de Schwann
actuarian produciendo factores promotores de diferenciacion y antiproliferativos
fundamentales para inducir la maduracion neuronal (Reynolds y Wolf, 1993).
Algunos estudios, utilizando células microdisecadas mediante l&ser,
demuestran, sin embargo, que tanto las células neuroblasticas como las células
de Schwann en neuroblastoma comparten las mismas alteraciones genéticas y,
por tanto, provienen de una misma célula tumoral comun (Mora et al., 2001). Es
un hecho conocido que el desarrollo de estroma rico en células de Schwann se
asocia a un pronostico favorable y a enfermedad loco-regional (Shimada,

1993).



A pesar de su relevancia, aun sabemos muy poco sobre las bases moleculares
asociadas a la diversidad clinica de esta enfermedad y, en concreto, a la
remision y la diferenciacién celular espontanea que sufren algunos casos. Las
aberraciones genéticas mejor caracterizadas hasta la fecha en neuroblastoma
son la ya referida amplificacién del gen MYCN, la pérdida de algunas regiones
cromosomicas en la region 1p36, y la ganancia de material genético en el brazo
largo del cromosoma 17. La amplificacion de MYCN ocurre aproximadamente
en el 25% de los neuroblastomas, asociandose claramente con estadios
avanzados de la enfermedad, réapida progresion del tumor, y tasas de
supervivencia muy bajas (Mora et al., 2001; Alaminos et al.,, 2003). Sin
embargo, el hecho de que estas aberraciones estén presentes Unicamente en
una cuarta parte de todos los tumores neuroblasticos (Schilling et al., 2002;
Alaminos et al., 2004), hace necesaria la busqueda de marcadores mas
universales y especificos. La clara relacién causal existente entre el nivel de
agresividad tumoral y la presencia de ciertas alteraciones cromosoémicas,
sugiere que las distintas clases de neuroblastoma podrian presentar
alteraciones genéticas especificas, y que éstas probablemente contribuyen al
diverso comportamiento clinico de estos tumores (Esteller, 2003; Herman y
Baylin, 2003; Teitz et al., 2000; Eggert et al., 2001). El prondstico infausto del
neuroblastoma estadio 4 requiere del desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas y el estudio de los perfiles de expresion génica aportard nuevos

conocimientos sobre la biologia de estos tumores.

El diagnostico del neuroblastoma requiere la participacion de patdlogos que
estén familiarizados con el diagnostico de los tumores infantiles. Al microscopio

optico, algunos neuroblastomas son muy dificiles de distinguir de otros tumores
10



de células redondas y pequefias de la infancia (como linfomas, tumores
neuroectodérmicos primitivos, rabdomiosarcomas, tumores de Ewing, etc.). Por
ello, en muchos casos es necesario demostrar la naturaleza neuronal simpética
del tumor mediante inmunohistoquimica, microscopia electrénica o0
demostrando la existencia de niveles elevados de catecolaminas séricas
(dopamina, noradrenalina), o0 sus metabolitos en la orina (&cido
vainillimandélico (VMA) o &cido homovainilico (HVA). El criterio minimo
establecido por acuerdo internacional para diagnosticar un neuroblastoma se
basa en una de las caracteristicas siguientes: 1) un diagnéstico patolégico
inequivoco realizado por analisis del tejido tumoral mediante microscopia 6ptica
(con o sin inmunohistoquimica, microscopia electrénica o niveles elevados de
catecolaminas séricas o de sus metabolitos en orina). 2) La combinacion de
una muestra de médula ésea por aspiracion o biopsia que contenga células
tumorales inequivocas (sincitios o racimos de células inmunocitolégicamente
positivas) y niveles elevados de catecolaminas séricas o de sus metabolitos en

orina (Brodeur, 2002).

Numerosos estudios han demostrado la existencia de una gran diversidad
morfologica y estructural en las lineas celulares de neuroblastoma mantenidas
en cultivo. En este sentido, podemos distinguir tres tipos fundamentales de
células (Ross et al., 1995 y 2003): Las células tipo N (neuroblasticas) son de
pequefio tamafio, con nucleos prominentes, y proliferan muy rapidamente en
cultivo (Figura 3A). Las células tipo S (estromales o similares a las células de
Schwann), por el contrario, son células aplanadas, sumamente adherentes, y
expresan algunas proteinas caracteristicas de los melanoblastos, células

gliales inmaduras o de las células Schwann, células meningeas, o células
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mesenquimales (Figura 3B). Estas células de tipo S son muy poco
tumorigénicas y son, en general, incapaces de formar tumores en ratones
atimicos (Ross et al., 2003; Ciccarone et al., 1989). Finalmente, las células de
tipo | son morfolégicamente intermedias entre las células N y las S, y poseen
caracteristicas bioquimicas de ambas. Las células de tipo | tienen el potencial
maligno mas elevado, y son capaces de formar grandes tumores cuando son

implantadas en ratones (Ross et al., 2003).

Figura 3. Imégenes de microscopia electronica de barrido de lineas celulares de

neuroblastoma de tipo N (A) y de tipo S (B).

Recientemente, se ha descrito un tipo de alteracion genética caracteristica de
los tumores malignos humanos: la metilacion anémala de islas CpG asociadas
al promotor de genes supresores tumorales. Esta alteracion impide la expresién
de dichos genes, produciéndose el silenciamiento de todos los loci implicados
(Jones y Laird, 1999; Esteller 2003; Herman y Baylin, 2003). El silenciamiento

de estos genes supresores juega un papel fundamental en la patogénesis de la
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mayor parte de los tumores malignos, ya que las alteraciones del patrén normal
de metilacion de ADN pueden conducir al desarrollo y progresion de todas las
formas comunes de cancer humano (Jones y Laird, 1999; Esteller 2003;
Herman y Baylin, 2003). La hipermetilacion de islas CpG, que normalmente no
se encuentran metiladas, ha demostrado jugar un papel importante para la
represion transcripcional de numerosos genes cuya funcion es la prevencién
del crecimiento y el desarrollo de tumores (Jones y Laird, 1999; Esteller 2003;

Herman y Baylin, 2003).

La utilizacion clinica de los marcadores de hipermetilacion génica de cara al
diagndstico, tiene varias ventajas potenciales respecto a los factores genéticos
clasicos: 1) el numero de genes que sufren silenciamiento epigenético incluye
todas las rutas y funciones fundamentales de la célula; 2) el numero total de
genes que se pueden encontrar metilados en una célula humana es cada vez
mayor; 3) seleccionando una serie de marcadores de hipermetilacion, es
posible cubrir el 100 % de tumores (Herman y Baylin, 2003; Esteller et al.,
2001); 4) los ensayos para detectar la metilacion de ADN son féciles de llevar a

cabo y de estandarizar (Harden et al., 2003; Jeronimo et al., 2001).

Pocos genes supresores tumorales se han descrito hasta ahora como
metilados y silenciados epigenéticamente en neuroblastoma. Entre ellos, se
encuentran caspasa-8 (CASP8), EMP3 (Alaminos et al., 2005) y los receptores
del factor de necrosis tumoral DR4, DR5, DcR1, y DcR2 (Teitz et al., 2000;
Eggert et al., 2001; van Noesel et al., 2002 y 2003). En este sentido, algunos
trabajos han demostrado que la hipermetilacion de ciertos genes relacionados

con la biologia del neuroblasto pueden sufrir hipermetilacion bajo determinadas
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circunstancias y que, en tales casos, la hipermetilacién se asocia a una elevada
progresion tumoral y un mal prondstico vital del paciente (Alaminos et al.,

2004).

Las variaciones en la expresibn de genes asociadas con cada tipo de
enfermedad pueden proporcionar claves importantes para el conocimiento
etiolégico y contribuir eventualmente a un diagnéstico y toma de decision
terapéutica individualizada para cada paciente. Las nuevas tecnologias de
analisis de alto rendimiento de ARNm en forma de microarrays permiten el
estudio de la expresion génica en su totalidad, traduciéndola en forma de datos
cuantificables, comparables y analizables (Hessner et al., 2006). Esta medida
de la expresion génica global tiene el potencial de mostrar una visién
completamente nueva de la biologia a nivel molecular. Los actuales esquemas
de clasificacion clinicopatolégica a menudo no son capaces de discriminar
entre tumores con evolucién clinica muy dispar. Por ello, se espera que
métodos mas objetivos de taxonomia, como pudieran ser el perfil de expresion
génica global de un tumor, puedan aportar una informacion mas ajustada que
los esquemas de clasificacion existentes (Modlich et al., 2006). Para muchos
autores, es probable que los perfiles de expresion génica se conviertan en un
futuro préximo en herramientas de uso clinico estdndar. De esta manera,
usando los microarrays, se pueden obtener perfiles de expresién génica para

cada tipo concreto de tumor identificado histopatolégicamente.

Una vez determinada la expresién génica global, los investigadores deberan
ser capaces de correlacionar el patron de expresion génica con la etiologia y la

respuesta al tratamiento. Estas correlaciones podrian ser utilizadas en el futuro
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para desarrollar grupos de marcadores moleculares que permitirian la
implementacion de métodos para la deteccidon precoz y el diagnéstico mas
preciso de la enfermedad. El conocimiento de las correlaciones entre patrones
de expresion génica y pardmetros clinicos relevantes permitiria a los clinicos
basar la toma de decisiones en las caracteristicas moleculares del tumor de
cada paciente (Matthay et al., 1999; Herman y Baylin, 2003; van Noesel et al.,

2003).

En los Ultimos afios, los anadlisis de expresidon de alto rendimiento con
microarrays han contribuido a refinar la clasificacion de diversas neoplasias,
identificar grupos de genes con importancia prondstica y detectar grupos de
pacientes con distinta capacidad de respuesta a la terapia (Mora et al., 2000;
Mora et al.,, 2001; Alaminos et al., 2003; Brodeur 2002; Ross et al.,, 1995 y
2003; Ciccarone et al., 1989; Jones y Laird 1999). Por ello, parecen constituir
una herramienta especialmente util para investigar si existe un patrén de
expresion caracteristico al diagnéstico, que nos permita distinguir los
neuroblastomas exclusivamente loco-regionales de aquellos con capacidad
para metastatizar. Dichos patrones de expresion, junto con los parametros
clinicos y moleculares que ya han mostrado su importancia en el prondéstico de
los neuroblastomas, permitirian la toma de decisiones terapéuticas mas

apropiadas para cada caso.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es contribuir a un mejor diagnostico y
estadiaje pronostico de los nifios afectos de tumores neuroblasticos. En

concreto, para ello abordaremos los siguientes objetivos especificos:

1- Identificar los genes que estan significativamente mas expresados en cada
unos de los grupos de estudio (neuroblastomas pediatricos de mal prondstico,

ganglioneuromas benignos y médula 6sea normal).

2- ldentificar los genes que estan significativamente mas expresados en el
grupo de muestras de tejido maligno (neuroblastoma) y en el grupo de tejidos

normales (médula ésea).

3- Determinar el valor diagnéstico y pronéstico de los genes previamente
seleccionados a la hora de identificar cada tipo de muestra y de predecir la

supervivencia de los pacientes en cada uno de los grupos.
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MATERIALES Y METODOS

1. TUMORES NEUROBLASTICOS Y TEJIDOS DE ORIGEN HUMANO

Para la determinacion de la expresion génica global mediante microarray, en
este trabajo se analizaron 10 tumores neuroblasticos pediatricos malignos de
estadio 4 (metastasicos), asi como 10 tumores neuroblasticos pediatricos
benignos (ganglioneuromas) y 10 muestras de tejido normal (médula 6sea).
Todas estas muestras se analizaron mediante el sistema de microarrays de
oligonucledtidos Affymetrix Genechip Human Genome U95 Set™, el cual

contiene 62839 genes y secuencias génicas expresadas (EST).

Todas las muestras fueron revisadas por un mismo patélogo, descartandose
aguéllos que presentaban un porcentaje de células neuroblasticas inferior al
70%. Para el analisis mediante microarray, se utilizaron Unicamente las areas
del tumor que presentaban un elevado porcentaje de células neuroblasticas

(macrodiseccion).

Los tejidos utilizados en este estudio correspondian a muestras de nifios de 3 a
9 afos afectos de neuroblastoma y tratados en un mismo servicio clinico, los

cuales dieron su consentimiento para ser incluidos en este estudio.
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2. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE MICROARRAY

Para el analisis de expresion génica, se extrajo ARN total de cada una de las
muestras normales o tumorales utilizando Trizol (Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD, EEUU) y purificado mediante el sistema comercial Qiagen
RNeasy System (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). Una vez extraido, se
comprobo la integridad y la calidad del ARN mediante visualizacion directa del
ARN ribosémico de 28 y 18S en ARN total separado mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1,2% y tincion con bromuro de etidio.

Para el andlisis, todos los ARN fueron transformados en ADNc mediante una
transcriptasa inversa (Superscript Il, Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA,
EEUU) con un oligonucleétido rico en colas de timina (T7-polyT primer), el cual

permitié la amplificacion de cualquier ARN mensajero presente en la célula.

A continuacion, se sintetizaron los ARNc correspondientes a todos los ADNc
mediante transcripcion in vitro, utilizando para ello UTP y CTP marcados con
biotina (Enzo Diagnostics, Farmingdale, NY). Una vez sintetizados, y para
favorecer la hibridacion, estos ARNc se fragmentaron quimicamente afiadiendo

una concentracion elevada de sales y altas temperaturas.

Finalmente, los ARNc marcados y fragmentados se hibridaron frente a los chips
que constituyen el sistema de microarray U95 de la casa comercial Affymetrix
durante 16 h a 45°C. Tras un proceso totalmente estandarizado vy
automatizado, los chips se lavaron y se escanearon para obtener valores
absolutos de expresion génica expresados en una escala arbitraria. Todos los
valores de expresion se normalizaron utilizando el programa informatico

Affymetrix Microarray Suite 5.0 suministrado por la casa comercial Affymetrix.
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3. ANALISIS DE LOS DATOS DE EXPRESION OBTENIDOS MEDIANTE

MICROARRAY

En primer lugar, para identificar genes cuya expresion fuese significativamente
elevada en grupos especificos de muestras, se seleccionaron todos los genes
que mostraron niveles de expresion superiores a 5000 unidades fluorescentes

en el analisis de microarray.

En segundo lugar, para identificar aquellos genes que mostrasen una expresion
significativamente superior en el grupo de los tumores malignos

(neuroblastoma), se llevo a cabo el siguiente analisis secuencial:

1. Identificacion y seleccibn de todos los genes cuya expresion fue
significativamente mayor en neuroblastoma que en ganglioneuroma
(p<0.01 para el test t de Student y expresiéon media -fold change- al

menos dos veces mayor en neuroblastoma que en ganglioneuroma).

2. Identificacion y seleccion de todos los genes cuya expresion fue
significativamente mayor en ganglioneuroma que en médula ésea normal
(p<0.01 para el test t de Student y expresiébn media -fold change- al

menos dos veces mayor en ganglioneuroma que en médula ésea normal).

3. Seleccién de todos aquellos genes que cumplieran los dos primeros

criterios.

A continuacion, para identificar aquellos genes que mostrasen una expresion
significativamente superior en el grupo de los tejidos no tumorales (médula

0sea), se llevo a cabo el siguiente analisis secuencial:
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1. Identificacién y seleccion de todos los genes cuya expresion fue
significativamente mayor en médula 6sea que en ganglioneuroma (p<0.01
para el test t de Student y expresion media -fold change- al menos dos

veces mayor en médula 6sea que en ganglioneuroma).

2. lIdentificacion y seleccion de todos los genes cuya expresion fue
significativamente mayor en ganglioneuroma que en neuroblastoma
(p<0.01 para el test t de Student y expresidon media -fold change- al

menos dos veces mayor en ganglioneuroma que en neuroblastoma).

3. Seleccién de todos aquellos genes que cumplieran los dos primeros

criterios.

Una vez seleccionados los genes, se utilizé el programa Cytoscape-BiNGO
para identificar las funciones genéticas y celulares estadisticamente mas

representadas dentro del grupo de genes significativos.

Finalmente, la clasificacion de las muestras de acuerdo a sus perfiles de
expresion génica se realizd utilizando el programa Cluster-Treeview de la

Universidad de Stanford.

4. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

El andlisis de supervivencia para los pacientes pediatricos incluidos en este
trabajo se llevd a cabo mediante la prueba log-rank del andlisis de
supervivencia de Kaplan-Mayer, utilizando para ello el programa estadistico
SPSS 12.0. Se consider6 que existian diferencias significativas cuando se

obtuvo un valor p<0,05 en los tests de doble cola.

20



RESULTADOS

1- IDENTIFICACION DE GENES EXPRESADOS EN CADA GRUPO DE

MUESTRAS

El analisis de microarray demostrdé la existencia de un grupo de genes
especifico de cada grupo de muestras (neuroblastomas, ganglioneuromas y
médula 6sea normal). En concreto, el grupo de tumores pediatricos malignos
mostré sobreexpresion de 990 genes y secuencias génicas expresadas,
mientras que los ganglioneuromas expresaron 1087 genes o secuencias y la
médula 6sea normal expresé 1236 genes o0 secuencias génicas. Curiosamente,

592 de estos genes o secuencias fueron comunes a los tres grupos de estudio.

Cuando se analizaron los genes que aparecieron sobreexpresados en cada
grupo, se pudo comprobar que los genes sobreexpresados en el grupo de los
neuroblastomas pertenecian a 164 funciones génicas y celulares
interrelacionadas unas con otras. La representacion gréfica de todas estas
funciones génicas y celulares mostré un grupo complejo de funciones entre las
que destacaba la proliferaciéon celular, el metabolismo y la sintesis de
componentes intra y extracelulares (Figura 4). Sin embargo, los genes
sobreexpresados por el grupo de los tumores benignos (ganglioneuromas)
estaba fundamentalmente formado por genes pertenecientes a 91 funciones,
destacando la diferenciacién celular, la transmisién sinptica y la sintesis de
mielina, pero no la proliferacion celular (Figura 5). Finalmente, los genes

seleccionados en el grupo de muestras de tejido no tumoral pertenecieron a
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227 funciones génicas muy diversas, destacando aquéllas relacionadas con el
sistema inmunitario, la diferenciacibn hematopoyética y la proliferacion celular

(Figura 6).

Figura 4. Interrelacion entre las diferentes funciones génicas sobreexpresadas en el
grupo de los tumores pediatricos malignos (neuroblastomas). En color naranja oscuro
se muestran los grupos de genes de significativamente més representados, mientras

que en blanco se muestran aquéllos que no aparecian sobrerrepresentados en este

grupo.
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Figura 5. Interrelacion entre las diferentes funciones génicas sobreexpresadas en el
grupo de los tumores pediéatricos benignos (ganglioneuromas). En color naranja oscuro
se muestran los grupos de genes de significativamente mas representados, mientras

gue en blanco se muestran aquéllos que no aparecian sobrerrepresentados en este

grupo.

S}

Figura 6. Interrelacion entre las diferentes funciones génicas sobreexpresadas en el
grupo de los tejidos normales (médula 6sea). En color naranja oscuro se muestran los
grupos de genes de significativamente mas representados, mientras que en blanco se

muestran aquéllos que no aparecian sobrerrepresentados en este grupo.
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2- ANALISIS COMPARADO DE GENES EXPRESADOS EN LOS

DIFERENTES TEJIDOS ANALIZADOS

Una vez efectuado el andlisis individualizado para cada grupo de muestras,
quisimos identificar los genes que mostraban una expresion significativamente
mayor en uno de los grupos frente a los otros. Asi, el andlisis de los datos de
expresion geénica comparada en muestras de neuroblastoma, ganglioneuroma y
médula 6sea normal mostré que 2408 genes y secuencias génicas expresadas
cumplian los criterios de seleccion previamente establecidos en el apartado
Materiales y Métodos de este trabajo. Todos estos genes, por tanto, mostraron
mayores niveles de expresion o bien en los tumores malignos o bien en los
tejidos normales, siendo intermedios los valores mostrados por los tumores

benignos.

De los 2408 genes seleccionados, 937 correspondian a genes con escasa
expresion en neuroblastoma y elevada expresion en médula ésea normal,
mientras que 1471 correspondian a genes muy expresados en neuroblastoma

y poco expresados en tejidos normales (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Expresion media de los genes seleccionados por su mayor expresion en el

grupo de tumores malignos frente a los tumores benignos y los tejidos normales. NB:

neuroblastoma, GN: ganglioneuroma, MO: médula 6sea normal.
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Figura 8. Expresion media de los genes seleccionados por su mayor expresion en el

grupo de tejidos normales (médula osea) frente a los tumores neuroblasticos malignos

(neuroblastoma). NB: neuroblastoma, GN: ganglioneuroma, MO: médula 6sea normal.
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Por otro lado, el andlisis de los genes seleccionados en cada grupo de

muestras mediante el programa Cytoscape-BINGO revel6 la existencia de

funciones génicas relevantes dentro del grupo de genes sobreexpresados tanto

en el grupo de tumores malignos (neuroblastoma) como en el grupo de tejidos

normales (médula 6sea).

En primer lugar, dentro de los 1471 genes significativamente sobreexpresados

en los neuroblastomas, se encontré que gran numero de éstos pertenecian a la

familia de genes involucrados en actividades relevantes para la célula,

especialmente para la célula nerviosa. En concreto, gran parte de los genes

sobreexpresados en este grupo de muestras ejercia funciones relevantes en

una o varias de las funciones celulares que se muestran en la Tabla 1.

Actividad de canales de calcio

Polarizacion celular

Actividad difosfoinositol-polifosfato difosfatasa

Polimerizacion y despolimerizacion de microtubulos

Actividad guanilato-quinasa

Regulacion de la despolimerizacion de microtubulos

Actividad quinasa

Regulacion de la polimerizaciéon y despolimerizaciéon de microtubulos

Control de la secrecién celular

Regulacion de la salida de ARN del nticleo

Crecimiento celular

Regulacion de procesos biolégicos

Dendritas

Secrecion celular

Desarrollo de sistemas

Sinapsis

Desarrollo del sistema nervioso

Sintesis de catecolaminas

Desarrollo en general

Transmision del impulso nervioso

Despolimerizacién de microtubulos

Transmision sinaptica

Entrada de proteinas al ntcleo

Unidn a acidos nucleicos

Exocitosis

Union a ARN

Extensién axonal

Unién a ARNm

Extension neuronal

Unién a magnesio

Inhibicion de la despolimerizacién de microtubulos

Unidn a nucleétidos

Inhibicién de la polimerizacion de microttbulos

Unidn a proteinas

Nucleo celular

Union al extremo 3' del ARN

Tabla 1. Principales funciones celulares codificadas por los genes sobreexpresados por

los tumores neuroblasticos malignos (neuroblastomas) de acuerdo con el programa

Cytoscape-BiNGO.
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Ademas, el programa Cytoscape-BiNGO demostré que la mayor parte de los

937 genes identificados en el grupo de muestras de tejido normal estaban

relacionados con las funciones celulares que se muestran en la Tabla 2.

Activacion celular

Procesamiento antigénico

Activacion celular

Procesamiento de antigenos endégenos

Activacion celular inmunitaria

Procesamiento de antigenos exégenos

Activacion de células B

Procesos fisiolégicos

Activacion de la proliferacion celular

Produccion de citoquinas

Activacion de macréfagos

Proliferacion celular

Activacion de procesos celulares

Protein kinasas

Activacion de procesos fisiologicos

Proteinas HLA

Activacion fisioldgica

Proteinas intrinsecas de membrana

Activacion inmunitaria

Proteinas intrinsecas de membrana plasmatica

Activacion NF-Kappa

Quimiotaxis

Actividad aminopeptidasa Quimiotaxis
Actividad caspasa Quimiotaxis inmune
Actividad celular Receptor de TNF

Actividad enzimatica

Receptores celulares

Actividad GTPasa

Receptores de interferén

Actividad guanil-nucleétida

Receptores de interferon gamma

Actividad manosidasa

Receptores de interleucina

Actividad manosil-alfa

Receptores de interleucina 10

Actividad manosil-manosidasa Receptores de MHC-I|
Actividad proteica de receptores Receptores de mortalidad celular
Actividad transductora Receptores HLA

Apoptosis

Regulacion biolégica

Canales de inositol

Regulacion celular

Cascada JAK-STAT

Regulacion de actividad GTPasa

Cascada NF-kappa

Regulacion de citoquinas

Catabolismo de ARN

Regulacion de GTPasa

Citoquinas

Regulacion de la apoptosis

Complejo HLA

Regulacion de la muerte celular programada

Componentes celulares

Regulacion de la produccién de citoquinas

Comportamiento locomotor

Regulacion de la proliferacion celular

Comunicacion celular

Regulacion de la respuesta inmune

Cuerpo nuclear

Regulacion de NF-Kappa

Cuerpos PML

Regulacion de procesos biolégicos

Defensa

Regulacion de procesos celulares

Desarrollo de 6rganos

Regulacion de transduccion de sefiales

Desarrollo hematopoyético

Regulacion enzimatica

Desteccion de estimulos externos

Respuesta a bacterias

Deteccion de bacterias

Respuesta a estimulos

Deteccion de estimulos

Respuesta a estimulos bidticos

Deteccidn de parasitos

Respuesta a estimulos externos

Detecion de estimulos

Respuesta a estimulos quimicos

Diferenciacion mieloide

Respuesta a heridas

Dimerizacién de proteinas

Respuesta a otros organismos

Eicosanoides

Respuesta a parasitos

Hematopoyetina

Respuesta a patégenos

Hemopoyesis

Respuesta a virus

Inhibicion celular

Respuesta al estrés

Inhibicion de citoquinas y quimioquinas

Respuesta inflamatoria

Inhibicion de fosfolipasa

Respuesta inmune

Inhibicién de la proliferacion celular

Respuesta inmunitaria

Inhibicion de procesos fisiolégicos

Sefializacion intracelular

Inhibicion del metabolismo celular

Sinapsis inmunoldgica

Inhibicién del metabolismo de nucleétidos

Sintesis de acidos carboxilicos
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Inhibicion fisiolégica

Sintesis de acidos organicos

Inhibicién metabdlica

Taxis

Inhibicién transcripcional

Transduccion

Localizacion celular

Transduccion de GTPasa

Locomocion

Transduccion de seiiales

Membrana

Transduccion de sefiales Rho

Membrana plasmatica

Transporte de vesiculas

Membrana plasmatica

Unidn a citoquinas

Membranas celulares

Union a enzimas

Metabolismo de prostaglandinas

Unidn a fosfolipidos

Metabolismo de prostanoides

Union a glicoproteinas

Metabolismo graso

Union a IgG

Migracion celular inmune

Unién a inmunoglobulinas

Modificacion de lipidos

Union a interferén

Movilidad celular

Union a interferén gamma

Muerte

Union a interleucina 10

Muerte celular

Unidn a lipidos

Muerte celular programada

Unidn a lipopolisacaridos

Partes de la célula

Union a MHC-II

Partes de la membrana

Union a proteinas

Partes de la membrana plasmatica

Union a proteinas

Presentacion de antigenos

Unién a TNF

Presentacion de antigenos endégenos

Union al receptor de TNF

Presentacion de antigenos exégenos

Tabla 2. Principales funciones celulares codificadas por los genes sobreexpresados por

las muestras normales (médula 6sea) de acuerdo con el programa Cytoscape-BiNGO.

3- VALOR DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE LOS GENES

SELECCIONADOS

Cuando se llevé a cabo un analisis de estratificacion y clasificacion (clustering)
de las muestras humanas utilizando Unicamente los 2408 genes y secuencias
génicas previamente seleccionadas (genes significativamente mas expresados
en neuroblastoma o en médula 0sea), se comprob6 que todas las muestras
correspondientes a un mismo tipo de patologia (neuroblastoma,
ganglioneuroma y médula 0sea) se agrupaban en un mismo grupo 0 en una
misma rama del arbol clasificatorio, sin que existiese ninguna excepcion (Figura

9). De este modo, todos los neuroblastomas (tumores malignos) se agrupaban
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en un danico grupo homogéneo en una de las dos grandes ramas del arbol
clasificatorio, mientras que el grupo en el que estaban todos los
ganglioneuromas (tumores benignos), asi como el grupo de todas las muestras
de médula 6sea (tejidos normales) partian de la segunda gran rama del arbol

clasificatorio. Todo ello demuestra el valor diagnostico de estos genes.
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Figura 9. Arbol clasificatorio de las distintas muestras analizadas en este trabajo
(cluster) segun la expresion génica por microarray. El color verde corresponde a genes
altamente expresados y el rojo a genes muy poco expresados en cada muestra

especifica. 4: neuroblastomas de estadio 4, GN: ganglioneuromas, BM: muestras de

médula 6sea normal.

A continuacién, y para determinar la posible utilidad prondstica de la
determinacién de la expresiébn génica mediante microarray en las distintas

muestras analizadas en este trabajo, se llevd a cabo un estudio de
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supervivencia mediante la técnica de Kaplan-Meier. De este modo, se observé
que los tejidos que expresaban elevadas cantidades de los 1471 genes que se
encontraron sobreexpresados en tumores malignos en este estudio siempre
correspondian a tumores malignos de mal prondstico y elevada malignidad,
mientras que las muestras que expresaban los 937 genes caracteristicos de
tejidos normales, presentaban excelente supervivencia (p<0,001) (Figura 10).
Todo ello sugiere que el analisis de expresion de los 2408 genes identificados

en este estudio tiene valor prondstico.
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Figura 10. Grafica de supervivencia Kaplan-Meier para el grupo de casos que mostraban
elevada expresion de los genes relacionados con neuroblastoma segln nuestro analisis
y muy escasa expresion de los genes relacionados con médula 6sea normal.
Seguimiento: periodo de tiempo tras el diagnéstico de la enfermedad (en meses). En el
eje Y se muestra la proporciéon de individuos que contintdan vivos tras un determinado
periodo de seguimiento. La recta de color verde corresponde a los casos que
expresaban el grupo de genes detectado en este estudio en los tejidos normales,
mientras que en azul se representa el grupo que expresaba los genes identificados en

los tumores malignos.
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DISCUSION

Los tumores neuroblasticos constituyen un serio problema de salud en todos
los paises civilizados, especialmente en la poblacion infantil (Castleberry, 1997;
Schwab et al., 2003). Aunque el prondstico suele ser muy bueno en
aproximadamente la mitad de los casos, la mortalidad global aun se sitia por
encima del 50% en los pacientes afectos de neuroblastoma (Brodeur y Maris,
2002; Mora et al., 2001; Oppenheimer et al., 2003). Este comportamiento
clinico tan diverso hace necesaria la busqueda de nuevos marcadores
bioldgicos, genéticos y moleculares que contribuyan a una mejor clasificacion
de los pacientes para una adecuada decision terapéutica. En este sentido, el
reciente desarrollo de las técnicas genéticas basadas en chips de microarray
permite establecer perfiles de expresion génica global en todo tipo de muestras
de origen humano, incluyendo los tumores neuroblasticos (Hessner et al.,
2006). Por otro lado, los analisis genéticos permiten evaluar el estado de
activacion o inactivacion de determinados genes cuya funcion podria ser
relevante en la génesis y la clasificacion de los tumores neuroblasticos

(Alaminos et al., 2004).

En este trabajo, hemos llevado a cabo un estudio de expresion génica global
en tres grupos bien caracterizados de muestras de origen pediatrico:
neuroblastoma maligno, ganglioneuroma benigno y médula 6sea no tumoral.
De este modo, pudimos identificar y caracterizar los factores implicados en el
control de la diferenciacion celular neuroblastica y de la progresion tumoral en

neuroblastoma. Asi, en primer lugar se analiz6 cada uno de los grupos de
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muestras mediante microarray, lo cual nos permiti6 obtener perfiles de

expresion génica global para distintos grupos.

En concreto, en el grupo de los tumores neuroblasticos malignos se
encontré un gran numero de genes sobreexpresados que jugaban un papel
relevante en funciones celulares tales como proliferacion celular, inhibicién de
la apoptosis, crecimiento y sintesis de organelas intracelulares, movilidad
celular, sintesis y reparacibn de ADN vy sintesis de proteinas. Todo ello
ayudaria a explicar por qué estas células tienden a crecer de forma
descontrolada in vivo, desplazdndose por el organismo para generar
metastasis e induciendo la generacion de neovasos que contribuyen a la

nutricion del tumor en continuo crecimiento y expansion.

Sin embargo, en los tumores neuroblasticos benignos (ganglioneuroma) se
encontré un gran numero de genes cuya funcion se centraba en la regulacion y
activacion del sistema inmunitario, el metabolismo celular, la adhesion celular,
el desarrollo del sistema nervioso y el control de la proliferacion celular. Todos
estos genes y funciones génicas estan relacionados con la capacidad de
crecimiento autolimitado de estos tumores y la ausencia de expansion
metastasica a distancia, asi como por la capacidad del sistema inmunitario del

propio paciente de invadir y destruir el tumor.

Por otro lado, los tejidos correspondientes a médula 6sea normal, a diferencia
de los tumores neuroblasticos malignos y benignos, mostraron sobreexpresion
de un elevado numero de genes y funciones geénicas. Entre ellas, destacan el

procesamiento y reconocimiento de antigenos, el desarrollo hematopoyeético, la
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proliferacion celular y la quimiotaxis, todas ellas relacionadas con el sistema

inmunitario y la generacion de nuevos componentes celulares de la sangre.

Junto al analisis individualizado para detectar los genes que estaban
expresados en grandes cantidades en los grupos especificos de muestras, en
este trabajo quisimos efectuar un estudio comparado para identificar genes
gue estuviesen activados en alguno de los grupos de estudio, pero no en otros.
De este modo, el analisis estadistico nos permitio identificar un gran nimero de
genes cuya expresion era, al menos, un 100% mas alta en los tumores
neuroblasticos mas agresivos que en los tumores benignos y, al menos, un
200% mas alta que en las muestras de médula 6sea no tumoral. Estos genes
son, por tanto, especificos de neuroblastoma y constituyen una herramienta
potencialmente muy Util para el diagndstico de este tipo de tumores. De igual
modo, nuestro andlisis nos permiti6 encontrar otro grupo de genes cuya
expresion, por el contrario, era muy elevada en las muestras no tumorales y
muy reducida en neuroblastoma, siendo intermedia en los ganglioneuromas. La
ausencia de expresion de estos genes en los tumores mas agresivos presenta
igualmente un enorme interés clinico, puesto que su determinacién en nifios
con sospecha de neuroblastoma podria ayudar al pediatra o al cirujano

pediatrico a descartar esta enfermedad.

La caracterizacion genética de los diferentes tipos de muestras presenta un
enorme interés clinico en pediatria oncolégica. De hecho, nuestro analisis
clasificatorio  (cluster) demostr6 claramente que las muestras de
neuroblastoma, ganglioneuroma y médula ésea presentaban perfiles de

expresion muy diferentes en cada uno de los grupos, siendo muy facil clasificar
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cada una de las muestras segun el perfil de expresion que mostrasen para los
genes seleccionados en este trabajo. Por todo ello, creemos que el grupo de
genes identificado en este estudio presenta gran utilidad diagnoéstica, al
menos en teoria, lo que posibilitaria diagnosticar una muestra como
neuroblastoma, ganglioneuroma o tejido no tumoral en base a la cuantificacion
de la expresion de 2408 genes y secuencias génicas expresadas. Frente a
algoritmos diagndsticos basados en parametros clinicos, la utilizacion de los

genes presenta ventajas indudables, destacando especialmente su objetividad.

Pero, ademas, la determinacion de los niveles de expresion de los genes
detectados en este estudio posee un valor afiadido de tipo prondstico. En
efecto, nuestro andlisis de supervivencia (Kaplan-Meier) demostr6 que los
casos que presentaban perfiles de expresion compatibles con neuroblastoma,
poseian muy escasa supervivencia, mientras que los nifios cuyos tejidos
poseian caracteres genéticos similares a los encontrados en tejidos normales,
sobrevivian de modo significativamente muy superior. Por ello, y teniendo en
cuenta que los tumores neuroblasticos presentan elevada frecuencia y una
gran mortalidad, creemos que seria necesario evaluar los niveles de expresién
de estos genes para efectuar una prevision pronostica en pacientes con
sospecha de neuroblastoma previamente a la aplicacién de un tratamiento

clinico agresivo basado en la utilizacion de quimio y/o radioterapia.

Respecto al analisis de genes concretos que se encontraron sobreexpresados
en algunos de los grupos de muestras, llama la atencion el hecho de que un
gran numero de genes relacionados con el sistema inmunitario se

encontraron sobreexpresados no sélo en la médula 6ésea normal, sino también
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en los tumores benignos (ganglioneuromas), estando ausentes en los
neuroblastomas. En concreto, numerosos genes del sistema inmunitario
mostraron una expresion significativamente superior en los tumores benignos,
estando muy poco expresados en los neuroblastomas de elevada malignidad y
elevada mortalidad (Mora et al., 2001). Entre estos genes, encontramos
algunos loci relacionados con el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC o HLA). Este hecho podria explicar por qué los neuroblastomas de alto
grado son capaces de escapar a la vigilancia del sistema inmunitario y, por
tanto, sobrevivir a pesar de haber adquirido caracter neopléasico (Wolfl et al.,
2005). Por el contrario, los tumores benignos conservarian la expresion de
marcadores de superficie celular, lo cual facilitaria el reconocimiento de estas
células por parte del sistema inmunitario y, por tanto, el control de los
neuroblastos neoplasicos por parte de los linfocitos y las células natural-killer.
Estudios previos ya sugirieron que ciertos neuroblastomas podrian escapar al
sistema de vigilancia inmunitaria mediante la represion de ciertas proteinas

relacionadas con el reconocimiento autoinmune (Raffaghello et al., 2004).

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que la expresion de genes
relacionados con la funcion de los linfocitos humanos fue significativamente
superior en los tumores benignos que en los neuroblastomas. De confirmarse
nuestros resultados, los tumores benignos presentarian una mayor infiltracion
de células linfocitarias y, lo que es mas relevante, estas células del sistema
inmunitario se encontarian funcionalmente activadas en este tipo de tumores.
Las consecuencias de este hecho son muy relevantes desde un punto de vista
clinico. Por un lado, la mayor infiltracion tumoral por linfocitos B podria estar

relacionada con una eventual produccioén de anticuerpos que contribuirian a la
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destruccion del tumor benigno y a su eventual regresién espontdnea. Por otro
lado, la infiltracion de los ganglioneuromas por linfocitos T contribuiria de forma
directa a la accion citotoxica sobre las células tumorales y, por tanto, a la
regresion tumoral por un mecanismo directo (Feinmesser et al., 2004). La
regresion tumoral espontanea y la diferenciacion celular hacia neuroblastos no
tumorales, serian, por tanto, procesos mediados por la accion de los linfocitos
By T que, a su vez, vendria determinada por la mayor expresion de antigenos

de histocompatibilidad en la superficie de los tumores de bajo riesgo.

Ademéas de lo dicho anteriormente, los neuroblastomas mas malignos
presentaron niveles significativamente mas bajos de expresion de dos genes
cuya funcién esté relacionada con la adhesién de las células al tejido en el
gue se originaron (por ejemplo, CD44 y CD58), por lo que, tedricamente, estos
tumores podrian tener menos dificultades a la hora de liberarse de su entorno
tisular para migrar a distancia y generar metastasis en otros érganos y tejidos.
Por otra parte, estudios previos demostraron que el gen CD58 lleva a cabo una
funcién importante en la atraccion de los linfocitos T hacia los diferentes tejidos,
por lo que la sobreexpresion de este gen podria estar igualmente relacionada
con la mayor presencia de genes linfocitarios en tumores neuroblasticos de
bajo grado (Shao et al., 2005). A su vez, Lépez y colaboradores (2001) lograron
demostrar que la activacion de los linfocitos T mediante la proteina CD58 esta
relacionada directamente con la producciéon de diferentes interleucinas,

especialmente interleucina 12, por parte de estos linfocitos T.
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CONCLUSIONES

De los resultados de este estudio, podemos inferir las siguientes conclusiones:

1- El analisis de muestras de neuroblastoma, ganglioneuroma y médula ésea
normal mediante microarray permitid identificar perfiles de expresion
especificos para cada tipo de muestra. En general, los neuroblastomas
mostraron mayor expresion de genes relacionados con proliferacion celular y
metastasis, mientras que los ganglioneuromas expresaron genes de

diferenciacion celular y la médula 6sea, genes de hematopoyesis.

2- El andlisis comparado permitié identificar un grupo de genes cuya expresion
era significativamente distinta entre los tres grupos de muestras, siendo
especificos de los tumores mas agresivos o bien de los tejidos no

tumorales.

3- La utilizacion de los genes previamente seleccionados por su especificidad
permitié clasificar las muestras en el 100% de los casos (valor diagnéstico),

asi como efectuar prondsticos de supervivencia vital (valor prondstico).

4- Por todo lo anterior, concluimos que la cuantificacién de la expresion de
determinados genes presenta enorme utilidad clinica potencial, por lo que, si
estos resultados se confirman en una cohorte mayor de tumores, esta técnica
podria ser considerada durante el proceso diagnostico y pronostico de los

tumores neuroblasticos infantiles.
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