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Papel de la genética molecular
en el cancer infantil
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Los estudios de genética molecular en el cancer infantil
han ido adquiriendo en los ultimos afios una importancia
trascendental. Los avances en estas técnicas han permiti-
do aumentar el conocimiento de distintos genes implica-
dos en el desarrollo tumoral. Estas diferentes alteraciones
génicas ocurren en tres grandes grupos de genes: oncoge-
nes, genes supresores y genes reparadores de ADN. Los es-
tudios citogenéticos (cariotipo) se complementan con di-
ferentes técnicas moleculares como la hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH), la transcripciéon inversa acopla-
da a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) o el
cariotipo espectral (SKY), como mis fiables, mejorando su
sensibilidad.

En este articulo se repasan los genes mas representati-
vos y mejor estudiados implicados en la etiologia molecu-
lar del cancer pediatrico, tanto de neoplasias hematolé-
gicas (leucemias y linfomas) como de tumores solidos
(tumores cerebrales, neuroblastoma, tumor de Wilms, he-
patoblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing y re-
tinoblastoma), y como su estudio, ademas de permitir
alcanzar un diagndstico mas preciso, ha desarrollado nue-
vos factores pronostico y tratamientos mas efectivos. Estas
técnicas también pueden utilizarse en busca de la enfer-
medad minima residual, durante y tras finalizar el trata-
miento en leucemias, neuroblastomas y sarcomas, con el
fin de prevenir su reaparicion.
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THE ROLE OF MOLECULAR GENETICS
IN CHILDHOOD CANCER

In the last few years molecular genetic studies of child-
hood cancer have acquired great importance. Advances in
these techniques have increased knowledge of the vari-
ous genes involved in tumoral development. Genetic al-
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terations can occur in three large groups of genes: onco-
genes, tumor suppressor genes, and DNA repair genes. Cy-
togenetic analyses (karyotyping) are complemented by
various molecular techniques, such as fluorescence in situ
hybridization (FISH), reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR) and spectral karyotyping (SKY).
These are the most reliable techniques and improve the
sensitivity of karyotyping.

The present article reviews the most representative and
best characterized genes involved in the molecular etiolo-
gy of childhood cancer, both hematologic malignancies
(leukemia and lymphoma) and solid tumors (brain tu-
mors, neuroblastoma, Wilms’ tumor, hepatoblastoma,
rhabdomyosarcoma, Ewing’s sarcoma and retinoblas-
toma). Molecular techniques have enabled more precise
diagnosis as well as identification of new prognostic fac-
tors and the development of more effective treatments.
These techniques can also be useful in identifying minimal
residual disease during and after treatment for leukemias,
neuroblastomas and sarcomas, with the aim of predicting
recurrence.
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INTRODUCCION

Las neoplasias infantiles han ido adquiriendo a lo lar-
go de las ultimas décadas una importancia progresiva en
el ambito de la pediatria. La incidencia del cancer en la
infancia es de 120 nuevos casos anuales por cada millén
de ninos menores de 15 afos. Actualmente, a partir del
primer afio de vida, el cancer es la segunda causa de
mortalidad infantil tras los accidentes!. La leucemia es la
neoplasia mis frecuente, seguida en orden decreciente
por los tumores cerebrales, linfomas, neuroblastoma, rab-
domiosarcoma, tumor de Wilms, tumores 6seos (osteo-
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sarcoma y sarcoma de Ewing) y retinoblastoma?®. La su-
pervivencia global observada en los dltimos 5 afios, a ni-
vel nacional (Registro Nacional de Tumores Infantiles), se
sitda en el 71%.

Desde que se identificaron los primeros oncogenes mu-
tados en el ciancer hasta nuestros dias, ha habido un creci-
miento exponencial en el conocimiento de los genes impli-
cados en el desarrollo tumoral. Hoy sabemos que existen
multiples formas de alteraciones genéticas, y que estas
ocurren en tres grandes grupos de genes: oncogenes, ge-
nes supresores y genes reparadores de ADN, lo que nos
ha llevado a considerar el cincer fundamentalmente como
una enfermedad genétical. El andlisis citogenético de las
células malignas de los nifios con cancer ha identificado
numerosas alteraciones cromosémicas recurrentes, adqui-
ridas, correlacionadas especificamente con los distintos
subtipos de neoplasias hematolégicas y tumores sélidos,
cuyo estudio proporciona una valiosa informacién con
aplicaciones clinicas muy significativas. El estudio de dife-
rentes genes implicados en la etiologia molecular del can-
cer infantil ha logrado alcanzar un diagnéstico mas preci-
s0, predecir factores pronéstico, desarrollar tratamientos
mas efectivos y menos t6xicos con mejoria de las tasas de
supervivencia, valorar la respuesta al mismo, y detectar y
cuantificar la enfermedad minima residual®.

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR
EN ONCOLOGIA PEDIATRICA

El analisis citogenético convencional (cariotipo) ha sido
el método estandar para identificar alteraciones cromo-
somicas en las metafases de las células neopldsicas obte-
nidas tras cultivo in vitro de células de médula dsea, san-
gre periférica o tumores. Es un estudio morfologico de
los cromosomas, tefiidos habitualmente con bandas G, y
su fiabilidad depende de una adecuada muestra. Otras
propuestas alternativas, derivadas de la clonacion de dife-
rentes genes tumorales, han conseguido disponer de son-
das de ADN que pueden usarse en varias pruebas de diag-
nostico molecular. Estas técnicas son atractivas porque
pueden ser realizadas en muestras insuficientes para ana-
lisis citogenético y son mas precisas, mis rapidas, mas
sensibles y mis especificas que el cariotipo. Las mas uti-
lizadas hoy en dia son:

1. Southern blot (SB). Técnica molecular que analiza el
ADN cromosomico aislado en las células; puede detectar
una célula anormal de 100 normales’.

2. FISH (hibridacion in situ con fluorescencia). Una
sonda marcada con fluorescencia es hibridada a una pre-
paracion cromosémica, con el fin de detectar, por mi-
croscopia de fluorescencia la presencia (o ausencia) de
un determinado fragmento cromosémico, asi como su
localizacion cromosémica. Esta técnica es particular-
mente UGtil para la deteccion de aneuploidias (nimero
anormal de cromosomas), deleciones y duplicaciones
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de material genético, asi como reordenamientos cromo-
sémicos complejos®©.

3. RT-PCR (transcripcion inversa acoplada a la reac-
cion en cadena de la polimerasa). Técnica molecular que
analiza el acido ribonucleico de transcripcién (ARN) ex-
presado en células tumorales; puede detectar una célula
maligna entre 10% a 10° células normales>.

4. Multiplex RT-PCR. detecta simultineamente varios
ARNS,

La incorporacién habitual de estas técnicas moleculares
al tratamiento clinico de pacientes pediatricos con leuce-
mias, linfomas y tumores sélidos tienen la ventaja de
identificar translocaciones () cripticas y reordenamientos
cromosomicos complejos, y definir la procedencia de
segmentos cromosomicos involucrados en gran nimero
de reordenamientos, asi como para el andlisis de la acti-
vidad de genes supresores de tumores y oncogenes en
nucleos interfasicos de tejidos tumorales, proporcionando
grandes ventajas diagnosticas y terapéuticas®. A continua-
cién se expone una descripcion de las mds relevantes al-
teraciones genéticas propias de las principales neoplasias
malignas infantiles y sus implicaciones en el diagnostico,
prondstico y tratamiento.

NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

El ejemplo mas conocido de un cambio cromosomico
adquirido asociado a una neoplasia hematologica es la
asociacién del cromosoma Philadelphia (Ph) o t(9;22)
(q32;q11) con la leucemia mieloide crénica (LMC). Fue
la primera anomalia cromosémica especifica descrita en la
leucemia (1960) y es actualmente un indicador diagndsti-
co, detectado en el 95% de los casos de LMC’.

Leucemia linfoblastica aguda

En la leucemia linfobléstica aguda (LLA), el Ph estd pre-
sente en el 2 al 4% de los casos pediatricos, y se conoce
como un factor pronéstico desfavorable. Es un gen de fu-
sion producido por translocacion reciproca que une se-
cuencias 3" del protooncogén ABL tirosincinasa del cro-
mosoma 9 con secuencias 5" del gen BCR del cromosoma
22. Las proteinas de fusion BCR-ABL poseen actividad ti-
rosincinasa y confieren una notable resistencia a la qui-
mioterapia’®. La supervivencia libre de enfermedad (SLE)
a los 5 anos de los pacientes tratados con quimioterapia
ha sido de sélo el 15-20% durante afios. En recientes se-
ries de los grupos cooperativos mas importantes la t(9;22)
se mantiene como factor pronéstico independiente. La in-
tensificacion de la quimioterapia y el trasplante de pro-
genitores hematopoyéticos (TPH) han contribuido a me-
jorar los resultados alcanzdndose en algunos grupos una
SLE en torno al 40%°.

En los actuales protocolos de estudio y tratamiento
de la LLA en la edad pediatrica, y en concreto en el
LAL/SHOP-99, utilizado por la mayor parte de los cen-
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TABLA 1. Alteraciones cromosémicas en nifios con leucemia linfoblastica aguda

TIG1 (TCRS)
TALT (TCRS)

1(11,14)(p15;q11)
t(1;14)(p32;q11)

Translocacion Genes implicados Frecuencia (%)* Pronodstico/SLE
Estirpe B
1(9;22)(q34:q11) BCR-ABL 4 Peor/25-35%
t(1;19)(q23;p13.3) E2A-PBX1 6 Peor/70-80 %
t(17;19)(q22;p13.3) E2A-HLF <1 Peor
t(5,14)(q31;q32) 1L3 (IGH) <1 Peor
(4;11)(q21;q23) MLL-AF4 2 Peor/10-30 %
1(12;21)(p13;q22) TEL-AML1 25 Mejor/85-90 %
Células B/Linfoma de Burkitt
1(8;14)(q24;q32) MYC (IGH) 5 No implicacion/70-80 %
t(2;8)(q12;q24) MYC (IGk) <1 No implicacion/70-80 %
1(8;22)(q24;q11) MYC (IGN) <1 No implicacion/70-80 %
Estirpe T
t(10;14)(q24;q11) HOX11 (TCRS) <1 No implicacion

No implicacion/60 %
No implicacion/60 %

*Porcentaje del total de casos de ninos con leucemia linfoblastica o mieloblastica. SLE: supervivencia libre de enfermedad.

TABLA 2. Alteraciones citogenéticas y moleculares
en LLA infantil e inclusién en grupo pronéstico
o de riesgo (protocolo de estudio y tratamiento
de la LLA en Pediatria LAL/SHOP-99)

Prondstico/riesgo Alteracion

Favorable Hiperdiploidia alta o indice ADN > 1,16
o no desfavorable/  t(12;21) o TEL-AMLI+
riesgo estandar Cariotipo normal

Muy desfavorable/
muy alto riesgo

Casi haploidia o indice ADN < 0,6
1(9;22) 0 BCR-ABI+
t(4;11) o MLI+

Desfavorable/
alto riesgo

Hiperdiploidia baja o indice ADN: 1-1,16

Hipodiploidia o indice ADN: 0,6-0,99

Casi tetraploidia

Resto de alteraciones estructurales, excepto
las indicadas en los grupos previos

LLA: leucemia linfobldstica aguda.

tros espanoles, al iniciarse se realiza estudio citogenético
y molecular a nivel de la médula 6sea y/o en sangre pe-
riférica. Estos estudios incluyen:

1. Indice de ADN. Mediante citometria de flujo. Los tu-
mores se clasifican de acuerdo con los siguientes gru-
pos: < 0,6; 0,66-0,99; 1; 1-1,16 y > 1,16.

2. Cariotipo convencional. Mediante el cultivo 24, 48 o
72 hy estudio de bandas G. Se pueden detectar alteracio-
nes numéricas como casi haploidia (24-29 cromosomas),
hipodiploidia (30-45 cromosomas), diploidia (46 cromoso-
mas sin alteraciones estructurales), seudodiploidia (46 cro-
mosomas con alteraciones estructurales), hiperdiploidia
baja (47-50 cromosomas, se detecta en el 8-15% de los
nifios con LLA), hiperdiploidia alta (51-81 cromosomas,
se detecta en el 25-30%), casi tetraploidia (82-94 cromo-
somas) y estructurales como t(9;22), t(4;11), otras del
11q23, 1(1;19), 1(8;14), otras del 8q24 y t(12;21)3510,
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3. Estudio molecular (tabla 1). Las alteraciones con ma-
yor implicacion prondstica son el gen TEL-AMLI que
identifica a la t(12;21), el reordenamiento MLL que iden-
tifica a la t(4;11), el gen BCR-ABL que identifica a la
1(9;22) y el E24-PBX1 que identifica la t(1;19)10.

Con el estudio citogenético y molecular (tabla 2), edad,
inmunofenotipo, nimero de leucocitos, ausencia o pre-
sencia de afectacién extramedular al manifestarse y el
porcentaje de blastos en médula 6sea en el dia +14 del
tratamiento de induccion pueden definirse diferentes gru-
pos de riesgo (estdndar, alto riesgo y muy alto riesgo) y
asi optimizar el tratamiento posterior segun el grupo, con
el fin de mejorar la supervivencia a largo plazo.

Para evaluar la remisién completa (< 5% de blastos en
médula 6sea) se realizan controles de médula 6sea a los
14 dias de tratamiento, al final de la induccién (dia +34)
y tras finalizar el mismo. Mediante el empleo de las ac-
tuales técnicas de citometria de flujo y citogenética; asi
como mediante distintas técnicas moleculares como la
FISH de interfase y, sobre todo, la RT-PCR (con una sen-
sibilidad 100 veces superior), es posible detectar la en-
fermedad minima residual (EMR) en numerosos pacientes
en remision’- 1112, La EMR consiste en la persistencia del
clon anormal, aun en niveles bajos, durante y después
de terminar el tratamiento, y tiene una significacion pro-
nostica. Seria deseable realizar el estudio al final de la in-
duccion, al final de la consolidacion vy tras finalizar el tra-
tamiento. La introduccion de estas técnicas ha conducido
a una nueva definicién de remision en las LLA segin la
cual podria considerarse remision hematolégica cuando
no se detecta EMR!? a nivel de 1 x 10~ Diversos traba-
jos ponen de manifiesto que los pacientes con EMR
= 1 x 1072 al finalizar la induccién tienen un riesgo de
recidiva superior al 60 % en el curso de los 3 anos si-
guientes frente a menos del 15% en los que no se detec-
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ta EMR!114. Con niveles = 1 x 1073 después del trata-
miento de consolidacion se tiene un riesgo de recidiva de
aproximadamente el 70%!2. En todos los grupos la per-
sistencia de EMR por més de 6 meses tras la terapia de in-
duccioén, o la reaparicion de EMR esta invariablemente
asociada con recidiva. Por lo tanto, la deteccion de la
EMR aporta una valiosa informacién sobre la prediccion
del curso clinico de la enfermedad y puede permitir en
consecuencia adoptar actitudes terapéuticas.

Leucemia mieloblastica aguda

La leucemia mieloblastica aguda (LMA) tiene una baja
incidencia en ninos (entre el 15-20% de todas las leuce-
mias en niftlos menores de 15 anos). Ciertos sindromes
constitucionales y hereditarios predisponen a la aparicion
de LMA, como el sindrome de Down, la anemia de Fan-
coni, el sindrome de Bloom, el sindrome de Kostmann y
la anemia de Blackfan-Diamond?. El andlisis citogenético
detecta alteraciones en el 85% de los nifios con LMA. Hay
reordenamientos cromosémicos especificos que originan
genes de fusion. Estos incluyen la (8;21)(q22;q22) aso-
ciada a la LMA-M,, la t(15;17)(q21;q21) diagnostica de la
leucemia promielocitica aguda (M) y la inversion del cro-
mosoma 16 asociada con la leucemia mielomonocitica
aguda con eosinéfilos anormales (M,Eo). Estos tres reor-
denamientos se relacionan con un pronéstico favorable,
por lo que su identificacion precisa es critica. La t(9;11)
(p21;q23), casi exclusivamente asociada a la leucemia
monocitica aguda (Ms), parece asociar un prondstico no
tan adverso. La trisomia 8 es un hallazgo comin en to-
dos los tipos de trastornos mieloides. La pérdida de los
cromosomas 5y 7, o las deleciones de sus brazos largos,
son hallazgos frecuentes en la LMA que condicionan un
prondstico desfavorable”101516 Tas asociaciones mas re-
presentativas se detallan en la tabla 3.

Los genes de la t(15;17), PML en 15q22 y RAR«a en
17q12 (gen que codifica el receptor del 4cido retinoico),
y el producto de fusiéon PML-RARw, son especialmente
ttiles para la monitorizacién terapéutica de la enferme-
dad!’. La respuesta terapéutica de la LMA-Mj; al dcido re-
tinoico representa el primer ejemplo de tratamiento se-
lectivo orientado a una alteracion génica especifica’®.

En la LMA, la deteccién de EMR depende principal-
mente del hallazgo de inmunofenotipos aberrantes me-
diante citometria de flujo, debido a que en ella esta limi-

TABLA 3. Alteraciones cromosomicas en nifos con LMA

Translocacion Genes Frecuencia  Pronéstico
implicados (%)* /SLE
1(8;21)(q22;q22) AMLI-ETO 10-12 Mejor
t(15;17)(q21;q21)  PML-RAR« 7-10 Mejor
inv(16)(p13;q22)  CBEB-MYH11 10-12 Mejor
t(9;11)(p21;q23)  MLL-AF9 8-10 Mejor

*Porcentaje del total de casos de ninos con leucemia linfoblastica
o mieloblastica. LMA: leucemia mielobldstica aguda; SLE: supervivencia libre
de enfermedad.

tado el analisis mediante PCR. La aplicacion de la FISH
permite observar reordenamientos y translocaciones
“ocultas” no detectados en el cariotipo’, mejorando asi de
forma sustancial el seguimiento de nuestros pacientes.

Linfomas

Los linfomas de Burkitt presentan alteraciones citoge-
néticas y moleculares idénticas a la LLA de células B (L),
como la t(8;14) y sus variantes. Los linfomas linfo-
blasticos de estirpe T comparten un gran ntimero de
reordenamientos génicos presentes en las LLA de estir-
pe T4 (tabla 4).

En los linfomas anaplasicos de células grandes (Ki-1 o
CD30+) la identificacion de la t(2;5)(p23;q35), o a nivel
molecular del reordenamiento de los genes NMP en
2p23 y ALK en 5935, usando RT-PCR, permite el recono-
cimiento de la enfermedad y la clasificaciéon en un sub-
grupo de pacientes que requieren terapia especifica®.

La expresion del gen BCL2 en los linfomas foliculares,
raros en la edad peditrica, identifica un subgrupo de
pacientes que a menudo se manifiestan como enferme-
dad diseminada y son mas refractarios a la quimiote-
rapia®l.

TUMORES sOLIDOS

En la mayoria de las ocasiones el diagnostico definiti-
vo de un tumor solido se realiza mediante estudios his-
tologicos. Sin embargo, el diagnostico morfologico de al-
gunos tipos de tumores es dificil, dada su apariencia
ambigua o escasa diferenciacion. Un ejemplo son los tu-
mores de células pequenas redondas como el rabdo-
miosarcoma, sarcoma de Ewing /tumor neuroectodérmico
primitivo (PNET), neuroblastoma y linfoma, que pueden

TABLA 4. Alteraciones citogenéticas recurrentes en linfomas infantiles

Fenotipo tumoral Translocacion Genes implicados Pronéstico
Linfoma de Burkitt t(8;14)(q24;q32) MYC (IGH) No implicacion
Linfoma no hodgkiniano-T t(11;14)(p13;q11) TCRa, B, 8, y No implicacion
t(7;11)(q35;p13)
t(7;149(p15;q11)
Linfoma anaplasico de células grandes (2;5)(p23;q35) NPM-ALK Solo diagndstico
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presentarse como masas en tejidos blandos’. La utiliza-
cioén en estos casos de la inmunohistoquimica usando an-
ticuerpos especificos, asi como la citogenética molecular
mediante la identificacién de translocaciones cromoso-
micas () recurrentes asociadas con tipos de tumores es-
pecificos es fundamental, ya que el tratamiento y el pro-
néstico de cada tumor son diferentes??%3,

El analisis citogenético ha progresado mds lentamente
en los tumores sélidos que en las leucemias. Parte de este
retraso se ha debido a la dificultad de estas células para
dividirse in vitro y a la mala calidad de las metafases cro-
mosomicas. Esta situacion esta cambiando en los dltimos
anos debido al empleo de sondas moleculares y de mejo-
res métodos de cultivo celular®. En la tabla 5 aparecen
las alteraciones citogenéticas mds caracteristicas en tu-
mores solidos infantiles.

Tumores del sistema nervioso central

Ciertos procesos como las neurofibromatosis tipo 1y 2,
la esclerosis tuberosa y el sindrome de Li-Fraumeni, en-
tre otros, predisponen al desarrollo de tumores cerebra-
les, aunque menos del 10% de los nifios con un tumor

del sistema nervioso central (SNC) estan afectados de un
sindrome. Todos estos sindromes asociados tienen un pa-
trén de herencia autosomico dominante y presentan mu-
taciones somdticas de genes especificos que se exponen
en la tabla 6242,

El gen p53, localizado en el brazo corto del cromosoma
17, es un gen supresor tumoral de especial importancia
en la oncogénesis e implicado en la patogenia del astro-
citoma. Las mutaciones somaticas del 7P53 son las alte-
raciones genéticas mas frecuentes de los tumores huma-
nos. Ademads, las mutaciones del 7P53 en linea germinal
se relacionan con una predisposicion hereditaria al de-
sarrollo tumoral, sobre todo en individuos con sindrome
de Li-Fraumeni, en los que estas mutaciones se encuen-
tran entre el 60 y el 80% de los casos. La proteina p53
ejerce su influencia en muchas funciones celulares que
facilitan la progresion del ciclo celular, reparan el dafo
del ADN, mantienen la estabilidad genémica y favorecen
la apoptosis celular tras el tratamiento. Su estabilidad sir-
ve de mediador para la respuesta del tumor a la radiacion
y la sensibilidad celular a los agentes antineoplasicos?42,
Estudiando la expresion y las mutaciones del 7P53 en

TABLA 5. Alteraciones citogenéticas recurrentes en tumores sélidos infantiles

Fenotipo tumoral Alteracion cromosomica Genes implicados Prondstico

Neuroblastoma del 1p N-MYC Peor

Tumor de Wilms del 11p13 WT'1 Solo diagnéstico
del 11p15 w2 Solo diagndstico

Rabdomiosarcoma alveolar 1(2;13)(q35;q14) PAX3-FKHR Peor
(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR Peor

Sarcoma de Ewing t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1 Solo diagnéstico
1(21;22)(q22;q12) EWS-ERG Solo diagndstico
(7;22)(p22;q12) EWS-ETV1 Solo diagndstico

Tumor desmoplasico t(11;22)(p13;q12) EWS-WT1 Solo diagndstico

Sarcoma sinovial t(X;18)(p11,2;q11,2) SYT-SSX Solo diagndstico

Retinoblastoma del 13q14 RB1 Solo diagndstico
del 11p13

TABLA 6. Sindromes asociados con tumores cerebrales

Sindrome Genes implicados Alteracion cromosomica Tipos tumorales
Li-Fraumeni TP53 17p13 Astrocitoma, meduloblastoma
Neurofibromatosis tipo 1 NF-1 17q11 Neurofibroma, glioma del nervio 6ptico,
astrocitoma
Neurofibromatosis tipo 2 NF-2 22ql2 Schwannoma del nervio acustico bilateral,
meningioma, ependimoma espinal
Esclerosis tuberosa 15C1 9q34 Astrocitoma subependimario gigantocelular
15C2 16p13
Gorlin (carcinoma basocelular nevoide) PTCH 9q31 Meduloblastoma
Turcot APC 5q21 Meduloblastoma, astrocitoma
hMLEH1 3p21
hPMS2 7p22
Von Hippel-Lindau VHL 3p25 Hemangioblastoma
An Pediatr (Barc) 2003;59(4):334-44 00
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los gliomas infantiles, se encuentran que los tumores con
mayor expresion de p53 se asocian con peor pronéstico
con independencia de la edad, el sexo, la histologia, el
grado de reseccion y la localizacion20,

En el meduloblastoma, la alteraciéon que se encuentra
en el 50% de los casos es el isocromosoma 17q (i17q)
que resulta de la monosomia del brazo corto del cromo-
soma 17 (17p). También son frecuentes alteraciones va-
riables del cromosoma 1. La pérdida de heterozigosidad
del cromosoma 17 (LOH 17p) puede ser un indicador de
una pobre respuesta al tratamiento y menor superviven-
cia, sobre todo si se asocia la amplificacién del gen MYC,
por resistencia al tratamiento?’. Mediante el uso de mi-
croarrays o microchips de ADN en pacientes con tumo-
res embrionarios del SNC, se demuestra que los medulo-
blastomas son molecularmente distintos que los PNET?S,

En general, las alteraciones cromosomicas en los tu-
mores cerebrales pedidtricos son mis frecuentes en los
tumores de alto grado, y mas en las localizaciones supra-
tentoriales que en las infratentoriales. No existen todavia
pruebas suficientes de la correlacién existente entre la
morfologia del tumor y los estudios citogenéticos y mo-
leculares, que deben combinarse para identificar las alte-
raciones genomicas en los diferentes tipos histologicos,
con el fin de establecer criterios de riesgo®.

Neuroblastoma

El neuroblastoma es un tumor derivado de las células
de la cresta neural. Se caracteriza por ser muy variable y,
en ocasiones, presentar un comportamiento clinico im-
predecible, desde un tumor benigno localizado a un tu-
mor maligno agresivo con un prondstico pobre?30. Se
han descrito multiples alteraciones genéticas recurrentes,
y la correlacion de estas anomalfas con el prondstico de
la enfermedad es muy elevada:

1. La amplificacion del oncogén N-MYC, determinada
por SB y/o FISH, estd asociada con tumores agresivos y
pobre respuesta al tratamiento, independiente de la edad
y del estadio de la enfermedad, lo que ha llevado a usar
protocolos terapéuticos mas intensivos en este grupo de
pacientes>?30,

2. La hiperdiploidia se relaciona con una respuesta fa-
vorable al tratamiento estandar, mientras que los nifos
con tumores diploides son susceptibles de tratamientos
mas agresivos>?’. La medicion del contenido de ADN se
realiza por citometria de flujo.

3. La delecién del 1p con pérdida de heterozigosidad
estd también asociada a un curso desfavorable3!. Se ha
delimitado por FISH y PCR o por SB, una regién cons-
tantemente delecionada en 1p36.2-36.3 que alberga a uno
0 quiza dos hipotéticos genes supresores tumorales del
neuroblastoma3?.

4. Se han descrito recientemente dos nuevas lineas ce-
lulares en neuroblastoma metastasico, sin amplificacion
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del N-MYC que incluyen translocacion con desequilibrio
entre 11q y 17q, pérdida del 3p, 4p y 11q y ganancia del
1733,

Todas estas determinaciones se realizan en nuestro pais
en diferentes centros de referencia: en el tumor primario
(Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
de Valencia) y en médula 6sea/sangre periférica (Servicio
de Genética del Hospital Universitario La Fe, Valencia).

El cariotipo espectral (SKY), basado en el pintado fluo-
rescente cromosomico multicolor, se esta utilizando cada
vez con mas frecuencia para detectar las alteraciones cro-
mosomicas del neuroblastoma, ya que tiene la capacidad
de detectar anomalias cromosémicas estructurales (trans-
locaciones, deleciones, ganancias, etc.) cripticas para
otras técnicas, aunque con la limitacién de precisar el
andlisis de metafases3’.

El analisis citogenético y molecular es imprescindible
para el tratamiento correcto del neuroblastoma. En los ul-
timos tiempos se esta utilizando la RT-PCR del ARN men-
sajero (ARNm) para los genes tirosina-hidroxilasa (7H) y
MAGE e inmunocitologia con anticuerpos anti-GD2 para
la deteccion de la EMR en médula 6sea, sangre periférica
y productos de aféresis (el autotrasplante de progenitores
hematopoyéticos de sangre periférica esta indicado como
rescate de la terapia mieloablativa en aquellos casos de
alto riesgo que han alcanzado la remision completa o
muy buenas remisiones parciales)3>37,

Tumor de Wilms

El tumor de Wilms es el tumor renal maligno mas fre-
cuente en la infancia. Tras la cirugfa, y debido a su alta
quimiosensibilidad y radiosensibilidad, con los protocolos
terapéuticos actuales pueden curarse mds del 85% de
los nifios. El tumor de Wilms puede encontrarse aislado
o bien asociado a ciertas malformaciones congénitas
como:

1. La aniridia (asociacién en un 50 %).

2. El sindrome de WARG (aniridia, anomalias genitou-
rinarias y retraso mental) (30-50%).

3. El sindrome de Denys-Drash (seudohermafroditismo
masculino y esclerosis mesangial).

4. El sindrome de Beckwith-Wiedemann (macroglosia,
visceromegalia e hiperinsulinismo) (10 %).

Las posibles alteraciones cromosémicas pueden estu-
diarse en el tejido tumoral por RT-PCR e inmunohisto-
quimica®. Los pacientes con sindrome de WARG presen-
tan una delecién en el Jocus 11p13, en el que se ha
clonado un gen supresor tumoral llamado W77%. En el
sindrome de Denys-Drash se han demostrado también
mutaciones del gen WT74!. Este gen codifica cuatro dife-
rentes transcripciones del ARNm, que se expresan de ma-
nera preferente en las células renales. No se conoce con
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exactitud la funcion de este gen, pero se piensa que ten-
dria algin control de la entrada de la célula en la fase S
del ciclo celular. Es posible que una mutacién en W77
en si misma no sea necesaria para el desarrollo de un tu-
mor de Wilms38. Contiguo al gen W77 se localiza el gen
PAXG6 cuya pérdida alélica es responsable de la aniridia.
Un segundo gen del tumor de Wilms, llamado W72, se
ha identificado en 11p15, en pacientes con sindrome de
Beckwith-Wiedemann®2.

Se han senalado otros defectos genéticos en el tumor
de Wilms (deleciones, mutaciones, etc.), algunos de ellos
como pérdidas alélicas del 16q asociadas a tumores de
caracteristicas anaplasicas y con mal pronéstico®3.

Hepatoblastoma

Es una neoplasia de origen embrionario y el tumor he-
patico primario mds frecuente en la edad pediatrica. En
los casos relacionados con ciertos procesos hereditarios
como la hemihipertrofia y el sindrome de Beckwith-Wie-
demann, se ha detectado pérdida de heterozigosidad
(LOH) para el locus 11p15 en las células tumorales, que
también se ha asociado con el tumor de Wilms y el rab-
domiosarcoma. Durante los tltimos anos se han identifi-
cado alteraciones génicas en hepatoblastomas esporadi-
cos como la LOH de la regién cromosémica 11p15.5,
LOH en los brazos cromosémicos 1p y 1q, mutaciones
activadas en el exén 3 del gen de la betacatenina (BCM),
asi como la sobreexpresion del oncogén C-MET. Estas al-
teraciones pueden estudiarse en tejido tumoral en com-
paracién con tejido hepatico normal y/o en leucocitos
de sangre periférica. La LOH 11p15.5 y la LOH 1p apare-
cen de forma significativa en hepatoblastomas embriona-
rios, mientras que no se encuentran otras alteraciones ge-
néticas especificas en otros tipos histologicos*44>,

Sarcomas de partes blandas

Los rabdomiosarcomas son un grupo heterogéneo de
tumores de partes blandas de alto grado de malignidad,
caracterizados histologicamente por varios grados de di-
ferenciacion celular, derivados del mismo mesénquima
embrionario que da origen al musculo esquelético es-
triado®®.

En el rabdomiosarcoma existen alteraciones cromosoé-
micas de tipo numérico y estructural:

1. El contenido celular de ADN (ploidia) es analizado
por citometria de flujo o de imagen. En el tipo embrio-
nario suele presentarse hiperdiploidia y en el alveolar te-
traploidia?”.

2. Respecto a las anomalias estructurales, aproximada-
mente en el 90% de los rabdomiosarcomas alveolares
presentan una translocacion reciproca de los cromoso-
mas 2 y 13, la t(2;13)(q35;q14), detectada con RT-PCR y
FISH, en la que el gen PAX3 se fusiona dentro de la ban-
da 2q35 con el gen FKHR en la banda 13q14. Algunos
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casos presentan una variante, t(1;13)(p36;q14), caracteri-
zada por el reordenamiento del gen PAX7 del cromoso-
ma 1, el cual se une con el gen FKHR del cromosoma
13. También se han encontrado mutaciones del gen p53
en el 50% de los casos, tanto en tumores alveolares
como embrionarios. Aunque en el subtipo embrionario
no se ha descrito una alteracion especifica, las mutacio-
nes puntuales de los protooncogenes N-RAS y K-RAS
son mis frecuentes que en el subtipo alveolar. En este
ultimo se observa amplificacién del gen N-MYC en un
10% de los casosi0.,

Estos marcadores biologicos tienen el valor de que, ade-
mas de ser buenos indicadores diagnosticos, se ha com-
probado que también tienen importancia pronostica. En
cuanto al contenido de ADN, los tumores tetraploides y los
diploides suelen evolucionar peor (SLE a los 5 anos del 25
y 33 %, respectivamente), y los hiperdiploides suelen ser
mis sensibles a la quimioterapia y radioterapia, con una
SLE a los 5 afos del 73%7. La expresion del PAX-FKHR se
ha comprobado ser indicador prondstico en el rabdomio-
sarcoma alveolar. La expresion del PAX3-FKHR identifica a
un subgrupo de muy alto riesgo y el PAX7-FKHR a otro
subgrupo de evolucién favorable en el rabdomiosarcoma
alveolar metastasico®.

Sarcoma de Ewing/tumor neuroectodérmico
primitivo

La familia de tumores de Ewing/PNET es el segundo
tumor 6seo maligno mas comun, después del osteosar-
coma, en ninos y adolescentes. Hoy dia se sabe que es-
tos tumores derivan de una célula neuroectodérmica pri-
mitiva con diferenciacién variable. El sarcoma de Ewing
se presenta habitualmente en el hueso y con menor fre-
cuencia a nivel extradseo. Las caracteristicas morfologi-
cas y biologicas de los que se desarrollan en los tejidos
blandos no parecen distinguirse de las que se desarrollan
en el hueso, y son también muy similares a los PNET, lo
cual confirma un origen comin de estas entidades. Ac-
tualmente, el tratamiento es el mismo para todos estos
tumores>0-52,

Mas del 90% de los tumores de Ewing se caracterizan
por una translocacion t(11;22)(q24;q12). La t(11;22) re-
sulta de la fusion de dos genes, FLIT en 11q24 y EWS
en 22q12, formando el oncogén EWS-FLI que puede de-
tectarse por RT-PCR y FISH5233. Algunos estudios re-
cientes sugieren que la estructura de la transcripcién de
la fusién EWS-FLI tiene importancia prondstica en pa-
cientes con enfermedad localizada>. También puede
encontrarse alguna de las variantes de la t(11;22) como
la t(21;22) (q22;q12) que expresa el gen EWS-ERG, la
1(7;22) (p22;q12) que desarrolla el EWS-ETV1 y la t(17;22)
(q12;q12) formando el EWS-E1AF?3. La sobreexpresion de
la proteina p53 constituye un factor pronéstico altamente
desfavorable®>. El estudio molecular puede llevarse a
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cabo en porciones relativamente pequenas de tejido que
se obtienen mediante biopsias invasivas minimas, y per-
mite obtener resultados mas rapidos que el analisis cito-
genético.

En esta familia de tumores puede estudiarse la EMR al
finalizar el tratamiento, y de este modo predecir y preve-
nir su reaparicion. Se analizan por RT-PCR los oncoge-
nes especificos de fusion del sarcoma de Ewing en mues-
tras de tumor al diagnéstico y en médula 6sea (deteccion
de enfermedad micrometastasica) y sangre periférica (de-
teccion de enfermedad microcirculante) al diagndstico,
durante el tratamiento y tras finalizar el mismo™. Estos es-
tudios pueden realizarse en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas (CSIC-UAM) de Madrid como centro de refe-
rencia nacional.

Retinoblastoma

El retinoblastoma es un tumor maligno de la retina de
origen embrionario, que se observa en nifilos pequenos,
con una incidencia de 1/20.000 nacidos vivos®.

Los estudios de Knudson en la década de 1970 llevaron
a la conclusién de que el tumor se inicia sélo con dos
eventos genéticos que se corresponderian con mutacio-
nes en ambos alelos del gen RB1%7.

El estudio del cariotipo de los nifios con retinoblastoma
suele ser normal; sin embargo, el 16% se asocian a una
delecion o translocacion del cromosoma 13 region
ql4 (locus RB1+4). Es el paradigma de las neoplasias ori-
ginadas como consecuencia de la mutacion de un gen su-
presor tumoral y una disregulacion del ciclo celular. El
gen RB1 funciona como un regulador negativo del ciclo
celular y como gen supresor tumoral. Su funcién se anu-
la cuando mutan o se pierden ambos alelos, permitiendo
de esta forma que se activen o sobreexpresen otros genes
llamados oncogenes. Se ha comprobado un mecanismo
similar al del retinoblastoma para otras neoplasias heredi-
tarias de origen embrionario como el tumor de Wilms y el
neuroblastoma’$.

El retinoblastoma es un tumor que puede desarrollarse
mediante transmision hereditaria o bien de forma espo-
radica:

1. Los casos de retinoblastoma hereditario (40%), con
frecuencia bilateral, se producen debido a que el nifio
presenta un alelo RB7 mutante en la linea germinal. De
esta manera, una sola mutacién somatica en cualquiera
de las células de su retina inactivaria el alelo normal mu-
tante. En estos casos, la enfermedad se hereda segiin un
patrén de herencia autosomica dominante de alta pene-
trancia. Los individuos portadores de mutaciones germi-
nales en el gen RB1 poseen un riesgo muy superior al de
la poblacién general a desarrollar retinoblastoma, asi
como otros tumores como el osteosarcoma®%,

2. El retinoblastoma esporadico (60 %), en que el tu-
mor es normalmente unilateral, se origina porque am-
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bos alelos del gen RB1 se han inactivado mediante mu-
tacion somdtica en una sola célula de la retina del nino
afectado36:01,

El estudio genético de una muestra de sangre perifé-
rica para detectar el estado de portador con tendencia a
desarrollar un retinoblastoma, pudiera estar indicado
como método para el consejo genético en familiares de
afectados por el tumor. La disponibilidad de estos méto-
dos de estudio permite descartar en la actualidad dicha
posibilidad en las familias de nifos afectados, con el con-
siguiente ahorro de exploraciones innecesarias y la tran-
quilidad de saberse libre de la amenaza de desarrollar el
tumor>38.61 En formas unilaterales sin historia familiar
previa, el riesgo de transmision es del 6% para el primer
hijo y del 3% para el segundo si el anterior no presenta la
enfermedad. Con padres no afectados y en un primer hijo
con retinoblastoma unilateral, el riesgo para un segundo
hijo es del 1y si la afectacion es bilateral del 6%%.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Los microarrays o micro-chips de ADN son una nueva
y revolucionaria herramienta utilizada en biologia mo-
lecular para el estudio de expresion génica, identificacion
de marcadores genéticos y andlisis de mutaciones en el
cancer humano. Los microarrays son capaces de estu-
diar mas de 48.000 genes simultineamente en un Gnico
analisis. La ampliacién del conocimiento y el andlisis de
los diferentes genes relacionados con el cancer infantil,
utilizando los microarrays, son y serin extraordinaria-
mente importantes para mejorar su diagndstico, trata-
miento y prondstico? 6264,

La terapia génica es una modalidad de tratamiento en
la cual se emplea un gen para modificar o anadir nuevas
propiedades bioquimicas a las células diana del paciente
con propodsitos terapéuticos. En la actualidad, este tipo de
terapia esta siendo enfocada y desarrollada intensamente
para el tratamiento del cancer, esperando que alcance un
nivel mis alto de actividad antitumoral, una mayor selec-
tividad tisular y menos efectos adversos que las terapias
convencionales. Tras una década de ensayos preclinicos
y clinicos (los mas avanzados en fase III; pero la gran ma-
yoria en fase I), ain existen diversos obstaculos que
limitan la eficiencia antitumoral de esta terapia. Los avan-
ces en el campo de la biologfa molecular y areas relacio-
nadas prometen refinar, ampliar y hacer mas poderoso el
arsenal antineopldsico para la terapia génica®-7.

En conclusion, pueden destacarse los siguientes puntos:

1. Diferentes neoplasias hematologicas y tumores soli-
dos infantiles pueden correlacionarse con alteraciones
cromosomicas especificas.

2. la citogenética convencional, junto a las nuevas téc-
nicas de estudio molecular, se han convertido en un ele-
mento imprescindible para establecer un correcto diag-
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nostico, nuevos factores prondstico y como consecuencia
de todo ello, una mejora en el tratamiento de las leuce-
mias, linfomas y un gran nimero de los tumores sélidos
peditricos.

3. La incorporacién de nuevas técnicas moleculares
como la FISH, la RT-PCR y el SKY han permitido mejoras
significativas en el diagndstico en oncologia pediatrica,
al ser mas precisas, rapidas, sensibles y especificas que
el cariotipo, y con la ventaja anadida de precisar una es-
casa muestra para realizar estos estudios.

4. En la LLA infantil se incluyen datos clinicos, biol6-
gicos y citogenéticos, para la clasificacion en diferentes
grupos de riesgo, lo cual permite individualizar el trata-
miento con el propédsito de mejorar las tasas de supervi-
vencia a largo plazo.

5. El analisis citogenético en un tipo de tumores soli-
dos como los de células pequenas redondas, de mor-
fologia histopatolégica similar (neuroblastoma, sarcoma
de Ewing/PNET, rabdomiosarcoma, meduloblastoma,
linfoma) ha permitido diferenciarlos y precisar su diag-
nostico.

6. Muchas de las alteraciones genéticas que se han
descrito en tumores solidos infantiles se pueden correla-
cionar con el prondstico de la enfermedad.

7. La citogenética y la genética molecular pueden ser
utilizadas en el estudio de la EMR en distintos periodos
del tratamiento vy tras finalizar el mismo en leucemias,
neuroblastomas y sarcomas. La persistencia o la reapari-
cién de EMR se relaciona con la recurrencia tumoral.

8. Los avances en biologia molecular aplicada a la
practica clinica, incluidos los centrados en terapia géni-
ca, permitirdn en el futuro aumentar la curacion de nues-
tros pacientes.
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