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RESUMEN

Introduccion. En el neuroblastoma (NB), la existencia de células
madre cancerosas (CMC) se ha relacionado con la presencia de me-
tdstasis, resistencia al tratamiento quimioterdpico y recidiva. Nuestro
objetivo es analizar la expresion de marcadores relacionados con proli-
feracién y diferenciacién de células progenitoras neurales en muestras
de NB, y correlacionarlo con pardmetros clinicos, histologia, genética
y respuesta al tratamiento.

Material y métodos. Realizamos un estudio experimental retros-
pectivo con muestras de neuroblastoma obtenidas mediante biopsia
o exéresis tumoral entre 2010 y 2012 en nuestro hospital. Mediante
inmunohistoquimica de fluorescencia analizamos la expresién de los
marcadores: CD44, CD74, CD133, tirosina hidroxilasa, receptor de
endotelina A (REA) y endotelina B (REB), p75, nestina y Phox2b, todos
relacionados con la biologfa de células madre neurales. Posteriormente,
relacionamos los niveles de expresion con variables clinicas.

Resultados. La expresion de nestina fue positiva en el 72,2% de
las muestras y el REA en el 66,7%. Phox2b y CD74 fueron de menor
expresion, siendo positiva en menos del 30%. Los marcadores CD44,
REB y Phox2b se expresaban en tumores mds agresivos. La expresién
de REA se correlaciond de forma significativa con tumores de histologia
desfavorable (p= 0,01), amplificacién del N-myc (p=0,05) y recidiva/
progresion (p=0,05).

Conclusion. La expresion de CD44, REB y REA se asoci6 con
tumores mds agresivos y factores de mal prondstico. Estos marcadores
estdn presentes en la membrana de células madre neurales, pudiendo
ser utiles para identificar y aislar por citometria de flujo las CMCs del
NB y para el estudio de nuevas dianas terapéuticas.
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STUDY OF THE EXPRESSION OF NEURAL STEM CELL MARKERS
IN NEUROBLASTOMA TUMOR SAMPLES AND CORRELATION WITH
PROGNOSTIC FACTORS

ABSTRACT

Introduction. The existence of cancer stem cells (CSC) in neuro-
blastoma (NB) has been associated with the development of metastasis,
resistance to chemotherapy and recurrence. Our objective is to analyze
the expression of proliferation and differentiation markers of neural
progenitor cells in NB samples, and to correlate this expression with
clinical variables such as histology, genetics and response to conven-
tional therapy.

Material and methods. We performed a retrospective-experimental
study with neuroblastoma samples obtained from biopsies or tumor
resections between 2010-2012 in our Hospital. Fluorescence immunohis-
tochemistry was used to analyze the expression of the different markers:
CD44, CD74, CD133, tyrosine hydroxylase, endothelin receptors type
A (ETA) and B (ETB), p75, nestina y and Phox2b, all of them related
to neural stem cell biology. The level of expression of the markers was
then correlated with clinical variables.

Results. Nestin expression was positive in 72.2% of samples and
ETAin 66.7%. PHOX2B and CD74 expression were lower, being posi-
tive in less than 30%. The markers CD44, ETB and PHOX2B were
expressed in more aggressive tumors. ETA expression correlated signifi-
cantly with unfavorable histology tumors (p=0.01), N-myc amplification
(p=0.05) and recurrence/progression (p= 0.05).

Conclusion. The expression of CD44, ETB and ETA was associ-
ated with more aggressive tumors and poor prognostic factors. These
markers are in the membrane of neural stem cells and may be useful
to identify and isolate by flow cytometry CSCs of NB for the study of
new therapeutic targets.

KEY WoRDS: Neuroblastoma; Neural cancer stem cells; Prognostic
factors.

INTRODUCCION
El neuroblastoma (NB) constituye el tumor sélido ex-

tracraneal mds frecuente en nifios, representando hasta un
8-10% de las neoplasias malignas pedidtricas. Este tumor de-
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riva de células progenitoras de la cresta neural, origindndose
con més frecuencia en la gldndula suprarrenal o en cualquier
ganglio simpdtico-?. El NB es mds frecuente en lactantes
y preescolares, con una edad de diagndstico media de 22
meses®. La histologia desfavorable con un alto indice de
mitosis cariorrexis (IMK), 1a ampilificacién del proto-oncogen
n-myc, las metdstasis al diagndstico y la edad superior a los 18
meses™® se consideran los principales factores con prondstico
desfavorable.

La agresividad biolégica del NB, su resistencia al trata-
miento oncoldgico convencional y la ocurrencia de madura-
cién espontdnea hacia formas mds benignas lo hace un reto
para los investigadores®9. A pesar de los avances en el trata-
miento de diversos tumores pedidtricos, los NB representan
el 15% de la mortalidad por tumores infantiles(.

Estos tumores parecen depender de la presencia de células
progenitoras transformadas, también llamadas células madre
cancerosas (CMCs). La biologia de estas células, incluyendo
su comportamiento proliferativo y de diferenciacion, parece
determinar la evolucion del tumor, su resistencia al trata-
miento y la aparicién de recidivas?. Existe gran interés por
conocer mejor las caracteristicas de las CMCs y la expresion
de marcadores especificos que permitan identificarlas, para
facilitar el diagndstico, el tratamiento y el prondstico en los
pacientes con NB.

Nuestro objetivo es encontrar marcadores que nos ayuden
a identificar a las CMCs de NBs pedidtricos y comprobar si
estos marcadores de CMCs se correlacionan con la clinica de
la enfermedad, lo que confirmarfa el papel principal de estas
células en el desarrollo de los tumores. Para ello, analizaremos
la expresion de varios de estos marcadores mediante inmu-
nohistoquimica (IHQ) en muestras de NBs. Seguidamente,
estableceremos una correlacion entre el grado de expresion
de los marcadores y otros factores prondstico: clinicos, histo-
l6gicos, genéticos y de repuesta al tratamiento quimioterdpico
convencional. El objetivo final es estudiar la importancia de
la existencia de estas CMCs en las muestras de NB a la hora
de determinar el comportamiento clinico del tumor.

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado un estudio experimental con el objeti-
vo de analizar la expresion de marcadores de células madre
neurales en muestras de NB. Retrospectivamente, correla-
cionamos la expresion con aspectos demogréficos, clinicos,
histopatoldgicos y genéticos.

Para ello, seleccionamos muestras histoldgicas remitidas
al Servicio de Anatomia Patoldgica de pacientes intervenidos
de NB entre 2010 y 2012 en nuestro centro. Las muestras se
obtuvieron mediante biopsia pretratamiento o durante la exé-
resis tumoral tras el tratamiento quimioterdpico. Se incluyeron
las piezas en parafina y se almacenaron en el banco de tumores
tras el estudio histoldgico y genético. Posteriormente, se pro-
cedio a la seleccién de un drea tumoral representativa de cada
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muestra por un anatomopatdlogo especializado, de donde se
sacd un cilindro de tejido que se utilizé para la obtencion de
portas con matrices de tejidos (TA, del inglés ‘tissue arrays’),
siguiendo el siguiente protocolo.

Se elaboraron dos TAs que contenfan muestras por dupli-
cado: el primero para la puesta a punto del protocolo de IHQ
(TA de prueba) y el segundo con las muestras de todos los
NBs seleccionados (TA definitivo). El TA de prueba contenia
muestras control de amigdala, tumor renal, un NB indife-
renciado y un NB diferenciado. El TA definitivo contenia
18 muestras de NB correspondientes a 15 pacientes y como
control cuatro muestras de cerebelo, cerebro, glomus carotideo
y gldndula suprarrenal.

Los marcadores seleccionados para analizar su expresion
fueron: CD 44, CD 74, CD 133, DDC, TH, receptor de endote-
lina tipo A (REA), receptor de endotelina tipo B (REB), ALK,
p75, SOX10, nestina y Phox2b. Se seleccionaron anticuerpos
primarios producidos en ratén o en conejo. Para detectar la
sefial de los anticuerpos ‘anti-mouse’, usamos un secundario
con un fluorocromo verde, y para los anticuerpos ‘anti-rabbit’
uno que emite en rojo. Los nicleos se tifieron con DAPI,
detectado con un filtro azul. La tincién nuclear sirve para
corroborar la adecuada localizacién de cada marcador (de
membrana, intracitopldsmico o nuclear). La doble IHQ per-
mite detectar si el marcaje es positivo o si ambos marcadores
dan una sefial inespecifica coincidente, lo cual serfa indica-
tivo de inespecificidad. Por ejemplo, los eritrocitos y ciertas
fibras suelen ser positivos para la mayoria de los marcadores
de manera inespecifica, considerdndose expresion negativa.

El protocolo IHQ empleado lo detallamos en la Tabla 1.

Con un microscopio de epifluorescencia Olympus® se
determind el funcionamiento del anticuerpo en nuestras con-
diciones y se analiz6 semicuantitativamente el nivel de fluo-
rescencia emitido (negativo= 0, bajo= 1, positivo= 2, muy
positivo= 3). El objetivo utilizado fue de 20x, tomdndose dos
fotografias de distintas dreas por muestra.

Una vez obtenidos los datos de expresion, realizamos un
estudio retrospectivo a partir de las historias clinicas hospita-
larias para correlacionar la expresion de nuestros marcadores
con las variables clinicas, histoldgica y genéticas.

Las variables clinicas son:

— Edad de presentacion (menor o mayor de 18 meses).

— Localizacién (abdominal, tordcico u otras).

— Estadio, siguiendo la clasificacion del INSS (1, 2, 3y 4).
— Metéstasis al diagndstico e infiltracién de médula 6sea

MO +0-).

— Repuesta al tratamiento quimioterdpico (regresion, reci-
diva/progresion).
— Mortalidad.

Las variables histoldgicas analizadas son:

— Grado de diferenciacién (indiferenciado, pobremente di-
ferenciado, en diferenciacién y maduro).

— Indice de mitosis cariorrexis (IMK alto o bajo).

— Porcentaje de necrosis tumoral (alto o bajo).

— Presencia o ausencia de calcificaciones.
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Tablal.  Protocolo de inmunohistoquimica con fluorescencia

1. Desparafinacién

2. Lavar con PBS (6 veces)

3. Rescate de antigeno: calentar a 96° con solucién de citrato 20
min

Inmunofluorescencia

4. Bloquear con PBS+1% BSA, 2 horas

5. Lavar con PBS (6 veces)

6. Incubacion con Ac 1°a 4°C toda la noche en solucién de bloqueo
7. Lavar Ac 1° con PBS (4 x10 min)

(En oscuridad desde aqui)

8. Incubacién de 1 hora con Ac 2° a 1:400 en solucién de bloqueo
9. Lavar Ac 2° con PBS en oscuridad (6 x 5 min)

10. Tincién nuclear con DAPI durante 10 min (1:1.000)

11. Montaje con cubreobjetos con medio de montaje

12. Dejar secar

13. Visualizacién al microscopio

*Doble Inmunofluorescencia:

6’. Incubacion con los dos Ac 1° a 4°C durante toda la noche en
solucién de bloqueo

8’. Incubacion de 1 hora con ambos Ac 2° a 1:400 cada uno, en
solucién de bloqueo

Solucion de citrato: 10 mM, pH= 6: 4cido citrico 10 mM + Citrato
sodico 10 mM, en 100 ml de agua destilada

Solucién de bloqueo: PBS + 1% BSA (100 ml de PBS + 1g de BSA)

— Mirgenes (afectacion focal, ganglionar o de estructuras
adyacentes).

— Histologia (favorable, desfavorable).
Las variables genéticas recogidas son:

— Amplificacién del proto-oncogen n-myc.

— Deleccién del 1p36.

Para llevar a cabo el andlisis estadistico se usé el pro-
grama SPSS 20, y para establecer las correlaciones se aplicé
el test exacto de Fisher para las variables cualitativas. Se
consider significativamente estadistico una p<0,05, aunque
como partimos de un tamafio muestral reducido, la obtencion
de significacion es dificil, por lo que comentaremos también
aquellos pardmetros que con un mayor nimero de muestras
podrian llegar a serlo.

RESULTADOS

Seleccionamos 18 muestras de NB de pacientes interveni-
dos en 2011y 2012 en el Hospital Virgen del Rocio. El 77,8%
de las muestras de NB correspondian a tumores abdominales,
siendo la localizacién mds habitual retroperitoneales, y en
concreto dependientes de la glandula suprarrenal. El 22,2%
restante correspondia a NB de mediastino posterior. En 10
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casos las muestras fueron obtenidas mediante exéresis tumo-
ral tras tratamiento quimioterdpico segun el protocolo de la
SIOP, siendo las 8 restantes obtenidas por biopsia previa al
tratamiento de quimioterapia (QT).

El estadio tumoral fue de grado 4 en el 61,1%, grado 1
enel 22,2% y grado 2 en el 10,7% de los casos. Tras el tra-
tamiento completo del NB en el 33,3% de los casos presentd
progresion y/o recidiva tumoral. La edad mediana de los pa-
cientes de las muestras fue de 24 meses, con un rango de 10,75
meses (percentil 25) a 60 meses (percentil 75).

En el estudio histoldgico se analiz el grado de diferencia-
cion de las muestras, siendo 2 indiferenciadas, 6 pobremente
diferenciadas, 8 en diferenciacién y 2 diferenciadas. El 50%
presento algun grado de necrosis tumoral y un 77,8% de las
muestras tenfa calcificaciones. La histologia fue favorable
en 8 muestras y desfavorable en las 10 restantes. Respecto al
IMK, resultd ser bajo en el 66,7%, intermedio en el 5,6% y
alto en el 27,8% de las muestras.

En cuanto a los factores genéticos, la amplificacion del
gen n-myc estaba presente en el 33,3% de las muestras, y
la deleccidn del fragmento cromosémico 1p36 en el 33,3%,
siendo ambas alteraciones de mal prondstico, pero no siempre
asociadas en una misma muestra.

Durante la primera parte de nuestro trabajo experimental
se realizd la puesta a punto de nuestro protocolo. En la se-
gunda parte se analizo la expresion de los marcadores en los
TA definitivos. Los anticuerpos que finalmente se utilizaron
fueron: CD133, REB, CD44, TH, CD74, REA, Nestina y
Phox2b. En la figura 1 se exponen las 18 muestras de NB del
TA definitivo tefiidas con hematoxilina-eosina, lo que nos
permite observar la estructura histolégica de las mismas.

Se llevé a cabo un andlisis de la expresion de los marcado-
res indicados. Los resultados de expresion para cada muestra
se encuentran representados en el figura 2.

El anticuerpo para CD133 y el anticuerpo para TH no die-
ron sefial positiva ni en las muestras de NB ni en los controles,
lo cual creemos que es debido a un inadecuado funcionamien-
to de los mismos con nuestro protocolo.

En la correlacién de la expresion del resto de marcadores
con las diferentes variables clinicas analizadas, nos encontra-
mos con la limitacién del nimero pequefio de muestras (n=
18), lo que hizo que la mayoria de los resultados no fueran
estadisticamente significativos. En la tabla II, mostramos los
resultados obtenidos de esta correlacion.

En la correlacion de la expresion con la variable edad no
obtuvimos ningtn resultado significativo.

La expresion de marcadores y su correlacién con las va-
riables clinicas, histoldgicas y genéticas se resumen a conti-
nuacioén. Hemos observado que la histologia desfavorable se
correlaciona con la expresion de algunos marcadores, tal y
como observamos en la figura 3.

El REB tenia una expresion positiva y muy positiva en el
38,9% de las muestras (7 casos), y asocidndose a deleccion del
Ip36enel 85,7% de esos casos positivos (p=0,316). Ademds,
la expresion de REB parecia correlacionar con afectacion de
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Figura 1. Muestras de NBs
del TA definitivo tefiidas
con hematoxilina-eosina. Se
indica el niimero de biopsia.

margenes en el 71,4% (p=0,146) de los casos y con presencia
de metastasis en el 71,4%.

La proteina de adhesion CD44 tuvo una expresion positiva o
muy positiva en el 33,3% de muestras (6 casos), siendo todas ellas
pertenecientes a NB abdominales (p= 0,21). En cuanto al grado
de diferenciacién, un 50% de los que expresan este marcador eran
tumores pobremente diferenciados y un 16,7% indiferenciados,
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siendo de histologia desfavorable el 66,7% (p=0,321) de los
mismos. El 83,7% de los NB CD44 positivos pertenecian a un
estadio IV con metastasis al diagnéstico (p=0,31). Sin embargo,
en los casos en los que el paciente habia fallecido (2 casos) nin-
guno presentaba este marcador. A su vez, cuando la expresion de
CD44 fue negativa, el 75% no tenfa amplificacion de n-myc (p=
0,344), y el 58,6% tampoco delecion del 1p36 (p=0,6).
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Nestina | 27,80% 72,20%
REA | 33,30% 66,70%
TH | 38,90% 61,10%
p75 | 44.40% 55,60%
REB | 61,10% 38,90%
CD 44 | 66,70% 33,30%
Phox2b | 72,20% 27,80%
CD 74 | 71,80% 22,20%
[J Negativa/minima (0 y 1)
[ Positiva/muy positiva (2 y 3)

Figura 2. Nivel de expresion de los marcadores de diferenciacion se-
leccionados.

La expresion de CD74 fue positiva o muy positiva en el
22,2% de las muestras (4 casos), siendo todas pertenecientes a
tumores abdominales. Ademds, la histologia de las mismas fue
desfavorable en el 75% de los casos (p=0,275), las cuales pre-
sentaron recidiva y progresion de la enfermedad (p= 0,083).

La expresion de REA fue positiva o muy positiva en el
66,7% (12 casos) de las muestras. En 6 muestras fue negati-
va, siendo todas ellas muestras con histologia favorable (p=
0,013) y un IMK bajo (p=0,054), con n-myc no amplificado
(p=0,054), y en el 83,3% de ellas (5 casos) con ausencia de
deleccion del 1p36. Ademds, la ausencia de expresion se aso-
ci6 en todos los casos con ausencia de progresion y recidiva,
no generando mortalidad. De las muestras positivas para REA,
solo el 33,3% (2 casos) presentaba un estadio avanzado con
metdstasis al diagnéstico (p= 0,141). Este marcador fue el
unico que presentd una correlacion positiva estadisticamente
significativa con indicadores de prondstico desfavorable.

El factor Phox2b se detecté débilmente positivo en el
27,8% de las muestras (5 casos), siendo el 80% de las mismas
con histologia desfavorable (p=0,118).

El marcador de diferenciaciéon TH fue negativo en el
38,9% (7 casos), de las cuales el 85,7% presentaba una his-
tologia favorable (p=0,066) y todas ellas un IMK bajo. Solo el
14,3% de estas presentaba amplificacion del n-myc (p=0,316).

La proteina p75 se expresaba en el 55,6% de las muestras
(10 casos), siendo el 90% también de localizacion abdominal
(p=0,275).

DISCUSION

EI NB es el tumor sélido extracraneal mds frecuente en
nifios y su tratamiento sigue siendo un reto para los onc6logos
pediétricos, existiendo una necesidad imperiosa de disponer
de nuevos tratamientos mas efectivos®. En la actualidad, no

TablaIl.  Correlacion de cada marcador con variables pronéstico, seleccionando aquellas con una p menor o igual a 0,4.
S S =
5 S E S 5
S| & | 2| & | s < 5| 3
3 S g = S S © g 5
RS S S 5 = < = % S S
~ = S 2 i= S S [ ~ & . =
< S by 2 3 B S IS S S g 3 3
S g S S S £ = < g 3 S g 15
= S < = S = = = : S S = S
REB NS NS NS NS NS 0,145 NS NS 0,316 NS NS 0,137
CD 44 0,245 NS NS NS 0,321 0,321 NS 0,34 NS 0,316 0,34 0,09
CD 74 0,524 NS NS NS 0,275 NS NS NS NS NS 0,083 0,4
REA 0,569 NS NS NS 0,01 NS NS 0,05 NS 0,14 0,05 0,529
Nestina NS NS NS 0.278 NS NS NS NS 0.268 NS NS NS
Phox2b NS NS NS NS 0,118 NS NS NS NS NS NS NS
TH NS NS NS NS 0,066 NS NS 0,316 NS 0,33 0,316 NS
p75 0,27 NS NS NS NS 0.18 NS NS NS NS NS NS

En negrita destacamos las que tiene significacion estadistica. En gris oscuro se representa correlacion positiva, y subrayadas las correlaciones negativas.

NS= no significativo
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HISTOLOGIA FAVORABLE

HISTOLOGIA DESFAVORABLE

C 44

4

NESTINA

Figura 3. Expresion de marcadores en funcion de la histologfa. Ay
B) REB. C y D) CD44. E) CD74+ en una estructura vascular. F) CD
74 negativo. G) REA muy +. H) REA - en tumor rico en matriz. [ y J)
TH. K) p75 + en estructuras vasculares y de membrana. M) p75 con
escasa expresion en una agrupacion celular. N y L) Nestina + en todos
los tumores.

se conoce la existencia de una causa unica desencadenante
de estos tumores, estando implicados muchos factores en el
desarrollo y agresividad de los mismos. Se cree que la exis-
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tencia de metdstasis al diagndstico, que estd presente hasta
en un 70% de los casos, es un factor prondstico decisivo
en el desarrollo de estos tumores. El 61,1% de las muestras
de NB de nuestro estudio corresponden a un estadio 4, con
existencia de metdstasis al diagndstico, lo cual se acerca a lo
descrito en la literatura. La progresion de la enfermedad y
la recidiva tras un periodo libre de tumor se relaciona con la
presencia de enfermedad diseminada al diagnéstico, asi como
con otros factores de mal prondstico (edad mayor de 18 meses,
amplificacion de N-myc, diploidia o hiperdiploidia, histologia
desfavorable y otros de menor relevancia).

Recientemente, se estd estudiando el papel que juega la
existencia de CMC en este tipo de tumores derivados de la
cresta neural, y se estd analizando la posibilidad de la di-
ferenciacion de estas células como nueva terapia contra el
NB. Se cree que las CMC son responsables del desarrollo y
crecimiento tumoral, estando implicadas en la progresién y
recidiva tumoral, asi como en la presencia de metdstasis®.
Ademds, estas células podrian estar implicadas en la resisten-
cia al tratamiento quimioterdpico convencional que presentan
algunos de estos tumores, ya que las células madre en general
son especialmente resistentes a este tipo de tratamientos(?.

En nuestro trabajo, tratamos de identificar y estudiar la
expresion de marcadores de células madre que pudieran ayu-
darnos a identificar la existencia de CMC y a distinguirlas del
resto de células tumorales. De este modo, podriamos contri-
buir a la identificacién y aislamiento de estas células, lo que
facilitarfa el estudio de su comportamiento y la bisqueda de
nuevas dianas terapéuticas.

Del andlisis de 1a expresion de los marcadores en nuestro
estudio y su correlacion con factores prondstico se deduce que
la expresion positiva de REB, CD44, y Phox2b, se asocia con
tumores mds agresivos, pudiendo constituir nuevos marcado-
res de mal pron6stico en NB. Estos marcadores estdn presentes
en células progenitoras de la cresta neural!-13), por lo que
podrian ser dtiles en la identificacion de las CMC de NB.

La expresion positiva de CD44 en tumores gastrointesti-
nales y de cavidad oral en adultos se ha relacionado con un
prondstico desfavorable, tal y como ocurre en nuestro estudio
con muestras de NB pedidtrico. Sin embargo, el papel de este
marcador en NB es controvertido, puesto que estd descrito
en la literatura que la expresion de CD44 en NB estaria re-
lacionada con la no amplificacién de n-myc, es decir, con
buen prondstico3-1. Nuestra asociacion de CD44 con mal
prondstico podria deberse a problemas con el tamafio mues-
tral, puesto que no llega a ser en ningtin caso una correlacion
estadisticamente significativa.

El marcador que nos ha dado el resultado mds interesante
ha sido el receptor de endotelina tipo A (REA). En nues-
tro trabajo, hemos encontrado que aquellos tumores que lo
expresan presentan una histologia desfavorable, resultando
estadisticamente significativo (p=0,013); con un IMK alto
y n-myc amplificado, obteniéndose unos resultados en estos
pardmetros muy cercanos a la significacion estadistica (p=
0,054), a pesar del limitado nimero de muestras de nuestro

Estudio de expresién de marcadores de células madre neurales en neuroblastoma y correlacién con factores prondstico 117



estudio. Ademads, segtin nuestro andlisis, cuando REA se ex-
presa, parece correlacionarse con la existencia de metdstasis
en el momento del diagndstico, asi como con la progresion
tumoral y la recidiva. Segtin nuestros resultados, por tanto, es
un marcador altamente asociado a la malignidad del tumor.
REA estd descrito como importante para la migracion y espe-
cificacién de ciertas poblaciones de células madre de la cresta
neural®. Ademds, su relacién con proliferacion tumoral estd
muy bien documentada’”-19. Estamos por tanto ante un posible
marcador de CMC de NB, que podria utilizarse para prondsti-
co, pero que ademds, al ser un marcador de membrana, podria
utilizarse para la separacion de estas células por citometria
de flujo. Esto facilitaria su estudio y permitirfa la bisqueda
de nuevas dianas terapéuticas para combatir la enfermedad.

Las principales limitaciones de nuestro estudio han sido
el nimero limitado de muestras!'?, que hace que la obtencion
de unos resultados estadisticamente significativos sea dificil.
Ademds, las variables de progresion, recidiva y mortalidad, no
han podido ser evaluadas a més largo plazo, debido al corto
periodo de seguimiento de los pacientes del estudio.

El REB es un tipico ejemplo de marcador que muy proba-
blemente correlacionaria con el mal prondstico del tumor si
la muestra fuera mds amplia. Por lo que en un futuro, cuando
dispongamos de un mayor nimero de muestras seria intere-
sante realizar de nuevo el estudio de expresion por [HQ de
estos marcadores, ya que muchas de las correlaciones podrian
llegar a ser estadisticamente significativas.
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