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Resumen

El sistema nervioso (SN) esta involucrado en los procesos fisiologicos como el desarrollo,
el crecimiento, la reparacion de los tejidos y el mantenimiento de la homeostasis de los
organos periféricos a traves de los circuitos neuronales. La regulacion neural también se
ha asociado con el desarrollo del cancer y la metéstasis. La evidencia sugiere que el SN
tiene un rol importante en la regulacion del crecimiento y el desarrollo de las neoplasias

malignas, tanto sélidas como hematopoyéticas.

La neurosefializacion ocurre por accion de los factores neurotroficos (NTFs), moléculas
de guia de axones (AGMs) y receptores de neurotransmisores (NRs). En cancer adulto
hay desregulacion de dichos factores, tanto en las células cancerosas como en los nervios
que rodean el tumor. Por ejemplo, se ha encontrado que la sobreexpresion de uno de los
NTFs, conocido como factor de crecimiento nervioso (NGF) dentro del epitelio géstrico,
promueve la carcinogénesis. Ademas, las AGMs parecen regular la angiogénesis del
cancer de pancreas Y se ha sugerido un papel de los NRs en la progresion del cancer de

higado.

La investigacion en esta linea se ha concentrado en cancer adulto, mas no en cancer
pediatrico (CP). En este sentido, es relevante investigar el estatus de mutacion de las
moléculas de neurosefializacion en CP, ya que dichas moléculas podrian cumplir un rol
similar que en cancer adulto en la progresion del CP. Existen estudios que han
demostrado que la regulacion de SN en tumores pediatricos solidos y hematopoyéticos
también es posible. Por ejemplo, en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) se encontrd
que el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) podria ser un biomarcador en este
tipo de cancer. También, se detectaron mutaciones genéticas en las AGMs en

neuroblastoma infantil.



En este estudio exploratorio in silico se describira el impacto de mutaciones puntuales,
presentes en CP, encontradas en NTFs, AGMs y NRs, sobre la estructura, funcion y
networking de estas proteinas. También, se analizaran los niveles de expresion de los
genes de interés, obtenidos en experimentos de transcriptomica en CP. El conocimiento
generado podria ser Util para reconocer marcadores diagndsticos y nuevas dianas

terapéuticas del CP.

Palabras clave: Factores de neurosefializacion, cancer pediatrico, mutacién, estudio in

silico.

Abstract

The nervous system (NS) is involved in physiological processes such as development,
growth, tissue repair, and maintenance of peripheral organ homeostasis through neural
circuits. Neural regulation has also been associated with cancer development and
metastasis. Evidence suggests that the SN plays an important role in regulating the growth

and development of malignant neoplasms, both solid and hematopoietic.

Neurosignaling occurs through the action of neurotrophic factors (NTFs), axon guidance
molecules (AGMs), and neurotransmitter receptors (NRs). In adult cancer there is
deregulation of these factors, both in cancer cells and in the nerves surrounding the tumor.
For example, overexpression of one of the NTFs, known as nerve growth factor (NGF),
within the gastric epithelium has been found to promote carcinogenesis. In addition,
AGMs appear to regulate pancreatic cancer angiogenesis and a role for NRs in liver

cancer progression has been suggested.

Research in this line has focused on adult cancer, but not on pediatric cancer (PC). In this

sense, it is relevant to investigate the mutation status of neurosignaling molecules in PC,



since these molecules could play a similar role as in adult cancer in the progression of
PC. There are studies that have shown that the regulation of SN in pediatric solid and
hematopoietic tumors is also possible. For example, in acute lymphoblastic leukemia
(ALL), it was found that brain-derived neurotrophic factor (BDNF) could be a biomarker
in this type of cancer. Also, genetic mutations in AGMs were detected in childhood

neuroblastoma.

In this exploratory in silico study, the impact of point mutations, present in CP, found in
NTFs, AGMs and NRs, on the structure, function and networking of these proteins will
be described. Also, the expression levels of the genes of interest, obtained in
transcriptomics experiments in PC, will be analyzed. The knowledge generated could be

useful to recognize diagnostic markers and new therapeutic targets for PC

Keywords: neurosignaling factors, pediatric, Cancer, mutation, in silico study.

Pregunta de investigacion

¢Cuél es el impacto de las mutaciones en los genes codantes para factores de
neurosefializacion sobre la estructura, funcion o networking de estas proteinas en cancer

pediatrico?



1. Estado del arte

1.1. El papel del sistema nervioso en la progresion del cancer

1.1.1. Importancia del SN en procesos fisiologicos

En los ultimos afios, se ha reconocido la funcion del sistema nervioso (SN) en el
desarrollo del cancer y la metéstasis. Se presume que las fibras nerviosas, que se
encuentran presentes dentro y alrededor del tumor, liberan neurotransmisores vy
neuropéptidos, los cuales actuarian de manera directa sobre los receptores de las células

cancerigenas. [1,2]

La expresion de estos neurotransmisores puede ser modulada por diversos factores, entre
ellos, la alpha-synucleina, la cual es una proteina pequefia que mediante el efecto que
tiene sobre la movilizacion de las vesiculas sindpticas, puede regular positiva o

negativamente la liberacion de neurotransmisores.[3]

Asi mismo, esta secrecion de neurotransmisores también puede estar modulada por la
inervacion tumoral. Asi, las células cancerosas tienen la capacidad de atraer fibras
nerviosas normales, mediante la liberacion de factores neurotroficos y moléculas de
sefalizacién. Por lo cual, esta interaccion entre los nervios y las células tumorales influye
en la metastasis, puesto que las terminaciones nerviosas secretan neurotransmisores
(noradrenalina, dopamina y sustancia P, etc.) y neuropéptidos, los cuales tienen
receptores expresados en las células tumorales y de esta manera favorecen su migracién

y metastasis. [1]



1.1.2. Nervios como medio de diseminacion y metéstasis en diferentes tipos de

cancer

Debido a que existe un contacto estrecho entre las células nerviosas y las células
tumorales se ha sugerido que habria una sinapsis neuro-neoplasica, es decir, una
modulacion directa de los neurotransmisores liberados localmente sobre la actividad de
las células tumorales. Por ello, estudios in vitro y clinicos, sefialan que existe una
correlacion bidireccional entre los factores neurales liberados y la progresion y metastasis

del cancer. [4]

De este modo, el SN influiria en el inicio de la metéstasis tumoral y expansion clonal.
Ello debido a la sobreexpresion de las enzimas proteoliticas MMP (metaloproteinasas de
matriz), las cuales estan reguladas por factores neurales y neurotransmisores. EI SN
también actuaria en la evasion de la apoptosis de células nerviosas (anoikis). Esto ultimo
estaria mediado por la sobreexpresion del factor neurotrofico derivado del cerebro

(BDNF) y de su receptor quinasa B relacionado con la tropomiosina (TrkB). [1]

La regulacion del SN en la metastasis también desencadena la ruptura de la membrana
basal a través de la liberacion de neurotrofinas y neurotransmisores. Esta ruptura incluye
la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), proceso importante para la progresion del

tumor pues incrementa la invasividad y la resistencia a anoikis. [1]

1.1.3. Sistema nervioso y microambiente tumoral

El SN también regularia la extravasacion y colonizacion mediadas por la accion de
neuropéptidos, los cuales aumentan la permeabilidad vascular. Estos procesos promueven
la angiogénesis, que es un hallmark del cancer, y la evasion de la respuesta inmune (se le

atribuye un papel fundamental en la metéstasis al nervio vago por su funcién



antiinflamatoria). Por Gltimo, las terminaciones nerviosas también estan presentes en el
microambiente tumoral, donde también se encuentran moléculas de sefializacion y
células estromales, mismas que favorecen la proliferacion y supervivencia de las células
tumorales. [1,4] Ademas, se ha demostrado que especificamente es el SN simpatico el
que inerva este microambiente y se relaciona con la progresion del cancer de mama, de
préstata y el melanoma. Mientras que los nervios parasimpaticos estan relacionados con

el cancer gastrico y colorrectal. [2,5]

1.1.4. Alteraciones en factores de crecimiento neuronal (NTFs), moléculas de guia

de axones (AGMs), receptores de neurotransmisores (NRs).

En relacion con lo ya mencionado, tanto en cancer de tejidos solidos como
hematopoyéticos, se han encontrado alteraciones en factores de neurosefializacion como
los factores neurotroficos (NTFs), moléculas de guia de axones (AGMS) y receptores de
neurotransmisores (NRs), en diferentes tipos de cancer adulto. Los NTFs hacen referencia
a un grupo de proteinas especificas del sistema nervioso, cuya funcion se relaciona con
la diferenciacidn, proliferacion y supervivencia neuronal durante la formacion del sistema
nervioso central (SNC) y periférico. [6] Los AGMs intervienen en el proceso por el cual
las neuronas emiten axones para llegar a algin objetivo especifico. Estas moléculas
incluyen sefiales atractivas y repulsivas, las cuales pueden actuar localmente o a largas
distancias [7]. Finalmente, los NRs son sustancias quimicas que se encargan de transmitir,
impulsar y equilibrar las sefiales entre las células nerviosas. Existen principalmente tres
tipos de moléculas que se asocian con los NRs: excitadores (como la epinefrina y
norepinefrina), inhibidores (por ejemplo, serotonina y el acido gamma-aminobutirico

(GABA)) y moduladores (oxitocina, sustancia P, neuropéptido Y, etc.). [8]



En cancer géstrico adulto, se encontrd una sobreexpresion del NGF (factor de crecimiento
nervioso), el cual pertenece a la familia de los NTFs. En un estudio se demostr6 que esta
alteracion en la expresion de NGF, promovida por la liberacién aberrante del
neurotransmisor acetilcolina (ACh), se relacioné con la progresion de la carcinogénesis

en el cancer de estomago. [9]

Con respecto a las AGMs, en un estudio realizado en muestras de pacientes con cancer
pancreatico metastasico, se identificaron mutaciones somaticas en los genes que codifican
estas moléculas. Por lo que se sugiere que mutaciones de tipo drivers o conductoras de la
carcinogeénesis ocurririan en AGMs, lo cual promoveria la diseminacién del cancer
pancreatico. [10] Por ultimo, en el caso de los NRs, un estudio sefiala la asociacion entre
la alteracion en la modulacion de los neurotransmisores y la progresion y gravedad de los

carcinomas hepatocelulares. [11]

1.2.Céancer pediatrico (CP)

1.2.1. Incidencia y prevalencia del CP

Si bien la investigacion en cancer adulto sugiere que los factores de neurosefializacion
son importantes en la progresion y metastasis, en CP hay muy limitada informacion. Este
altimo comprende las neoplasias diagnosticadas en nifios o jovenes de menos de 19 afios.

[12]

1.2.2. Biologia del CP

Se ha sugerido que en CP el SN tiene una implicancia tanto en neoplasias sélidas como
hematopoyéticas. Por ejemplo, en la leucemia linfoblastica aguda (LLA), que es el cancer
infantil mas comun, se encontr6 que el SNC promueve la infiltracion y los mecanismos

de supervivencia de las células leucémicas. [13] En otro estudio se hallé que el factor



neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) podria ser un biomarcador de LLA. Ademas,
se demostré que bajos niveles de BDNF se relacionaron con el mantenimiento de las

células en un estado inmaduro promoviendo asi la progresion de LLA. [14]

1.2.3. Mutaciones genéticas en las AGMs (moléculas de guia de axones) en

neuroblastoma

Por otro lado, se realizé un andlisis gendmico para detectar mutaciones genéticas en las
AGMs en neuroblastoma, un tumor maligno solido infantil que se origina a partir de
células precursoras del sistema nervioso periférico. Se encontrd que las aberraciones
cromosomicas estructurales que se detectaron en las AGMs fueron las mas frecuentes en
los tumores mas agresivos 0 avanzados, los cuales corresponden mayoritariamente a la

etapa de metéstasis. [15]

En sintesis, esta evidencia sugiere que la regulacion neuronal en las neoplasias malignas
de los nifios también es posible. Pero, ain no se ha realizado una investigacion que
englobe una descripcién completa de las mutaciones en los genes codantes de los
factores de neurosefializacion (NTFs, AGMs y NRs), ni el impacto de dichas alteraciones
en la estructura, funcién y networking de estas proteinas. Mas aun, no se ha documentado
si dichas mutaciones son conductoras del cancer, lo cual demostraria que son relevantes
en la carcinogénesis pediatrica. Por ultimo, no se conoce si la expresion de las moléculas

de neurosefalizacion es aberrante en CP.
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1.3.Analisis secundario in silico de genomas de cancer ( TCGA)

1.3.1. Correlacion de la expresion génica y fenotipo mediante analisis secundarios

de datos TCGA

Este conocimiento se puede obtener a través de un analisis secundario in silico de
genomas de céncer, informacion descrita en el Atlas de Genomas de Cancer (TCGA). Es
viable también la correlacion de la expresion génica con el fenotipo y la prediccion in
silico del impacto funcional de variantes genéticas, usando herramientas bioinformaticas.
Este tipo de investigaciones se han realizado en cancer adulto, aunque no de forma
particular en genes de neurosefializacion. Por ejemplo, en un estudio se usé la TCGA data
para analizar el efecto de las mutaciones sin sentido en la region codificante del gen
homologo de fosfatasa y tensina (PTEN), el cual esta relacionado con varios tipos de
cancer. Y se establecio una relacion de estas mutaciones con la estructura y funcion de

las proteinas codificadas por este gen. [16]

Asi mismo, se realiz6 otro estudio usando esta data para analizar las alteraciones genéticas
del ligando 1 de muerte programada (PD-L1) y como estas afectan a su expresion en

cancer de cuello uterino. [17]

Por ello, la TCGA data es un recurso Util para estudiar la genémica del cancer e
identificar los cambios en el ADN de varios tipos de cancer. El anlisis secundario de
estos genomas ha permitido identificar variantes genéticas y relacionarlas a rasgos
fenotipicos en distintos tipos de cancer. El estudio del genotipo incluye mutaciones y
cambios en la expresion génica, y el del fenotipo abarca variables como el tiempo de
sobrevida global (se refiere al tiempo en meses que transcurre desde el inicio de la

quimioterapia hasta el término del tratamiento o el fallecimiento del paciente), la

11



sobrevida libre de enfermedad (tiempo en meses transcurrido desde que inicia el

tratamiento hasta el evento de recaida) y algunas variables clinico-patoldgicas. [17]

1.3.2. Prediccion in silico del impacto funcional de variantes genéticas, usando

herramientas bioinformaticas

Asi mismo, para predecir in silico cuél es el impacto de las mutaciones en la estructura,
funcion y networking de las proteinas, se utilizan herramientas bioinformaticas. Estos
alcances se basan en predicciones tedricas puestas a punto con cientos o miles de variantes
genéticas y permiten estimar el dafio de ciertas mutaciones sobre la estructura 3D
(plegamiento, dominios proteicos, sitios cataliticos, etc.) y la funcion de la proteina.[18]
También es posible predecir si las mutaciones desestabilizan energéticamente a la
proteina lo cual podria explicar su disfuncion. [19] Finalmente, si la estructura y funcion
de estas proteinas es aberrante, su relacion con otras proteinas, ya sea a nivel intracelular

o0 dentro del microambiente tumoral, podria verse afectado. [20]

2. Problema de investigacion

Actualmente, se sabe que el SN cumple un rol fundamental en el desarrollo y la
progresion del cancer. Esto es debido a que libera neurotransmisores y neuropéptidos,
cuyos receptores se encuentran en las células tumorales, permitiendo asi una interaccion
bidireccional con ellas. Ademas, favorece a su supervivencia, crecimiento e invasividad,
por lo cual esta desregulacion neural estaria relacionada a la diseminacion del cancer y
metéastasis de tumores solidos y hematopoyéticos. [1,2]

Se sabe que en cancer adulto existen alteraciones de esta regulacion neural.
Principalmente en factores de neurosefializacion como los factores neurotroficos (NTFs),

moléculas de guia de axones (AGMSs) y receptores de neurotransmisores (NRs). Estas

12



alteraciones se encontraron en distintos tipos de cancer como el céncer del estomago,
pancredtico y de higado, respectivamente. [9, 10,11]

Pero si bien varios estudios se han centrado en cancer adulto, en CP se han realizado muy
pocos. La limitada evidencia en CP sugiere que el SN también tiene una implicancia en
la progresion y desarrollo de neoplasias pediatricas, ya sea en tumores solidos o
hematopoyéticos. Por ejemplo, en la leucemia linfoblastica aguda (LLA), que es un tipo
de cancer que afecta al tejido hematopoyético, se encontré que las alteraciones de los
niveles del factor neurotr6fico derivado del cerebro (BDNF) estan asociadas a la
progresion de LLA [14]. Otro ejemplo, pero en tumores solidos, como el neuroblastoma,
en un estudio se identificdé una mayor frecuencia de mutaciones estructurales en las
AGMs, las cuales se relacionaron con la progresion de esta neoplasia. [15]

De acuerdo con la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC), se estima
que cada afio mas de 250.000 nifios y jovenes menores de 15 afios son diagnosticados con
cancer en todo el mundo. [12] Dado que la investigacion respecto a CP y la alteracion de
estos factores de neurosefializacion es escasa, un estudio de anélisis secundario de datos
gendmicos para explorar un posible rol de las moléculas de neurosefializacion en el CP
resultaria muy novedoso y util. Investigaciones como la propuesta aqui pueden identificar
potenciales marcadores que en un futuro sean testeados y validados. Ello es muy relevante
en el manejo y tratamiento del cancer, enfermedad que se ha convertido en un problema
de salud publica, sobre todo en los paises en desarrollo donde el acceso a las instalaciones
de atencién médica para el tratamiento y diagnostico del cancer es muy limitado. [21]
Por ello, en este estudio in silico se hara una exploracion para identificar, describir y
analizar mutaciones puntuales y alteraciones en la expresiébn de moléculas de
neurosefializacion, usando herramientas bioinformaticas. ElI conocimiento que se

generara serd muy Util para el reconocimiento de nuevos marcadores genéticos y para la

13



implementacion de nuevas dianas terapéuticas en CP. Ello seria de gran beneficio puesto

que sumado a que sus tasas de supervivencia son muy bajas, el tratamiento antitumoral

en las neoplasias malignas de los nifios consiste cominmente en radiacion, quimioterapia

y cirugia, existiendo limitadas opciones en terapia dirigida.[12] Investigaciones que

identifiquen dianas para terapias dirigidas permitiran contar con drogas anticancerosas

especificas para CP en un futuro.

3. Estrategia de abordaje

Base de datos de cancer pediatrico: Se consultara el estatus de mutacion de cada
gen de interés a través del portal publico de datos de St. Jude Pediatric Cancer
(PeCan). Los datos provienen de seis estudios en CP realizados a nivel mundial.
Contamos con datos genomicos de 5510 muestras provenientes de 5213 pacientes
con cancer, incluyendo neoplasias hematopoyéticas, tumor cerebral y otros

tumores solidos.[22]

Estudio de genes: Se colectara estado de mutacién, tipo de mutacion (driver o
pasajera), tipo de gen (oncogenes y genes supresores), si la variante es SNP, tipo
de cancer asociado. Recursos: CBioportal, Cosmic, DriverDB, Intogen. A nivel
de expresion génica (consulta por Xena Browser): sub o sobreexpresion y

asociacion con fenotipo de interés. [23,24,25,26,27]

Prediccion funcional, expresion y networking de las proteinas: El impacto
funcional serd predicho con cuatro programas: Panther, Condel, REVEL y
CADD. Se determinara el dominio afectado mediante Uniprot y se estimara el
ddG por efecto de las mutaciones con MAESTRO Web e i-Mutant 3.0. El

interactoma de los factores seré representado y analizado por String.[28,29]

14
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