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RESUMEN DEL TRABAJO PROPUESTO

Contexto del estado actual. A pesar de que se han logrado mejoras notables en la
supervivencia de nifios y adolescentes, considerando toda la enfermedad neuroblastica como
un Unico grupo, esto es engaioso para el amplio grupo de pacientes, aproximadamente el 50%,
con neuroblastoma agresivo, debido al prondstico extremadamente heterogéneo
fundamentado en la edad, el estadio y las caracteristicas bioldgicas. Asi, investigar las relaciones
estructura-funcion mecanica o biotensegridad a todos los niveles de organizacion del tejido
tumoral, mediante el anadlisis digital microscépico de las biopsias, es un reto importante que sin
duda mejorard la prediccion prondstica del neuroblastoma, facilitara el seguimiento de los
efectos secundarios del tratamiento y, lo que es imprescindible, definird dianas terapéuticas
mecanotrasducturas Utiles para los pacientes con neuroblastoma agresivo.

La tensién mecdnica que existe en el tejido tumoral es recogida por la matriz extracelular,
transmitida al interior de las células a través de integrinas y otros canales, distribuida a través
de su sistema de tensegridad, el citoesqueleto, traducida en sefiales quimicas y en estimulos
mecdanico y conducida hasta el nucleo. Para caracterizarla, se necesita realizar estudios
morfométricos de todas estas estructuras presentes en la biopsia. No obstante, a pesar del
desarrollo progresivo de técnicas novedosas de cuantificacion aplicadas a la Patologia digital, es
escasa la traslacién clinica y oncoldgica de los resultados de investigacidn sobre los elementos
biotenségricos tumorales, empleando el analisis digital microscépico.,

La evaluacion diagndstica del neuroblastoma requiere tejido tumoral para conocer todos los
datos bioldgicos y poder asignar un grupo de riesgo y definir la estratificaciéon posterior del
tratamiento. La obtencidon de la biopsia del tejido es, pues, un requisito absoluto para
determinar la clasificacién histopatolégica mediante la International Neuroblastoma Pathology
Classification (INPC), establecer el nimero de copias de MYCN, el indice de ADN y la presencia
de anomalias cromosdmicas segmentarias. Nuestro grupo, al ser centro de referencia nacional
de estudios histopatolégicos y genéticos desde 1992, ha almacenado y analizado gran cantidad
de tejido tumoral. Caracterizar los sistemas tenségricos tumorales, incluidos unos dentro de
otros, mediante el estudio de imagen microscépica de los elementos que actian como fuerzas
opuestas, es un desafio que llevamos a cabo desde hace una década. Hemos analizado
aproximadamente unos 400 tumores neurobldsticos utilizando técnicas de imagen, de forma
que, mediante algoritmos de segmentacidon automatica computarizada aplicadas a las imagenes
histolégicas, se han podido caracterizar elementos de la MEC (fibras de reticulina, fibras de
colageno y sustancia fundamental), asi como la trama vascular y el infiltrado celular inmune y
de células madre, para establecer las relaciones estructura-funcion mecdnica de los mismos.
Estos estudios, unidos a parametros clinicos, histopatolégicos y genéticos conocidos vy
almacenados en nuestra base de datos, nos han permitido proponer su incorporacion para la
mejora de la estratificacion terapéutica y nos estd permitiendo desarrollar patrones
matematicos que puedan ser utilizados para determinar nuevas dianas terapéuticas.
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El objetivo central de este proyecto es la obtencion e inclusion de datos de elementos
tenségricos nucleares, para continuar con el analisis del sistema de biotensegridad MEC-
citoplasma-ntcleo de 160 casos de neuroblastoma elegidos por su grado de inestabilidad
genética.

La estrategia experimental consistird en disefiar algoritmos de segmentacién automatica
computarizada aplicados a imagenes histoldgicas tumorales para la cuantificacién vy
caracterizacion de la forma, tamafio y distribucién de las alteraciones morfoldgicas de: 1) la
membrana nuclear, que puede conllevar pleomorfismo de forma y tamafio nuclear, presencia
de inclusiones intracitoplasmaticas, invaginaciones, pliegues, deformidad, presencia de
convoluciones o de aneurismas, fragmentacién y polilobulacidn nuclear, microntcleos, asi como
diferencias en el tamafo del nucleolo y del grado de densidad cromatinica; 2) la elongacidn
telomérica que puede comportar al establecimiento de gran heterogeneidad clonal con distintas
longitudes teloméricas por nucleo; y 3) del espacio perinucleolar, que puede verse reflejado en
un amplio pleomorfismo de tamafio y forma. La informacién obtenida de los 160 casos de
neuroblastoma, junto a sus datos gendmicos de asociacién y datos clinicos del paciente, serdn
utilizados para ampliar y optimizar el modelo predictivo y apoyar la mecanoterapia en
neuroblastoma.

La oportunidad del presente estudio por la complementariedad de los proyectos ya
realizados y en marcha del grupo es muy apropiada y propicio para obtener un gran provechoy
cumplir con los objetivos concretos.

La relevancia biomédica/clinica radica en la transferibilidad a la préctica clinica. Las técnicas
innovadoras de diagndstico tisular basadas en bioimagen suponen un nuevo enfoque para la
mejora en la toma de decisiones prondsticas y deteccidon de efectos secundarios terapéuticos
asi como para la determinacidon de nuevas dianas moleculares y el desarrollo de estrategias
terapéuticas aplicables no sélo en neuroblastoma, sino en otros tipos tumorales.
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA
1.- ¢Qué es la biotensegridad?

El término y concepto de tensegridad, del que surge el de biotensegridad, fue acufiado por los
arquitectos Fuller y Snelson en la década de los 60 como concepto de integridad tensional. Una
estructura tenségrica es referida como un conjunto de elementos de compresion suspendidos
en una red de cables de tensién. Las estructuras de tensegridad son intrinsecamente
autoestabilizadas, caracteristica que les confiere equilibrio y flexibilidad, minimizando el dafo
provocado ante una fuerza y permitiendo el regreso a su forma original.

La tensegridad aplicada a sistemas bioldgicos, o biotensegridad, explica la relacion estructura-
funcién mecdanica en todas las escalas del cuerpo humano, tratdndose de una estructura
construida enteramente por sistemas tenségricos incluidos unos dentro de otros. Asi, en el
organismo, los elementos de compresidn (por ejemplo, en el sistema locomotor, los huesos)
flotan de una forma estable en una red tensora (las fascias, ligamentos y musculos). A nivel
tisular, cada 6rgano esta compuesto por células (elementos de tensidn o traccidn continua) que
estdn conectadas si, gracias a las integrinas que anclan el citoesqueleto celular a los
componentes fibrosos, glicoproteinas y proteoglicanos de la MEC, que actia como elemento
discontinuo de compresién. La red molecular del citoesqueleto estd constituida por
microfilamentos de actina, microtibulos de tubulina y filamentos intermedios, especificos de
cada tipo celular. En el interior de la célula, los microtibulos constituyen las estructuras
discontinuas de compresidn, mientras que los filamentos de actina, estrechamente asociados a
los de miosina, constituyen las estructuras de tensidon continua. De esta forma, la tension
mecdanica generada por el movimiento musculo-esquelético se transmite por presién a los
drganos internos, que recogen el estimulo en la MEC, siendo transferido el movimiento al
interior de la célula a través de las integrinas, entre otros canales, que distribuye la fuerza
tensional a través de su sistema de tensegridad, el citoesqueleto. Este traduce dichas fuerzas en
sefales quimicas y en estimulos mecanicos, que son conducidos hasta el nucleo, que igualmente
dispone de su propio sistema de tensegridad (como son las fuerzas de atraccidn y repulsién que
se establecen como fuerzas continuas de tensidn y la doble hélice de ADN asi como las cadenas
alfay laminas beta de proteinas nucleares como fuerzas de compresidn), activando la respuesta
al estimulo recibido en forma de activacion de genesy secrecién de proteinas. El circuito descrito
pone en marcha, a través de estimulos mecanicos o mecanotransduccidn, la proliferacion, el
metabolismo celular, la diferenciacidn o la apoptosis [1].

2.- Biotensegridad y neuroblastoma

En un dérgano o tejido enfermo, incluido cualquier tejido neoplasico, también existen los
elementos biotenségricos, aunque su estudio y la traslacién a la clinica oncoldgica para
interceptar los cambios biotenségricos, son escasos.

En los ultimos anos, la aparicién de técnicas cuantitativas novedosas aplicadas a la imagen
médica microscépica esta conllevando la caracterizacion de los elementos tenségricos en
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cancer. En NB ya se han desarrollado ciertos sistemas de clasificacion automatica
histopatoldgica mediante técnicas morfométricas aplicadas a imagen microscépica [2, 3]. En
proyectos previos llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion (FIS2010/00015 vy
FIS2014/01008) se han analizado 400 tumores neuroblasticos utilizando técnicas morfométricas
(ver mas abajo).

El NB es un tumor altamente heterogéneo que deriva de las células primitivas procedentes de
la cresta neural, por lo que pueden desarrollarse a cualquier nivel del sistema nervioso
simpatico. Es el tumor sélido extracraneal mds comun en la infancia, suponiendo el 15% de las
muertes por cancer en nifios, a pesar de que la supervivencia ha aumentado drasticamente en
los ultimos afios. Puede remitir de forma espontanea o madurar sin necesidad de tratamiento
quimioterapico, y de forma contraria puede presentar una alta capacidad invasiva y generar
metadstasis con baja respuesta a tratamientos citotdxicos agresivos.

El diagndstico definitivo de NB se basa en la presencia de una serie de caracteristicas
histopatoldgicas del tejido tumoral (presencia de células tumorales de estirpe neuroblastica en
diversos grados de diferenciacion celular con un estroma rico o pobre), normalmente
acompafado de una concentracidn elevada de catecolaminas en orina. Siguiendo el sistema de
clasificacion de la International Neuroblastoma Risk Group (INRG) [4], los pacientes se clasifican
en distintos grupos basados en caracteristicas clinicas (estadio y edad), histopatoldgicas y
genéticas (estado del gen MYCN, de la regién cromosémica 11q y del indice de ADN)

3.- Elementos biotenségricos de la matriz extracelular en neuroblastoma

La cuantificacion y caracterizacion global del componente estromal y celular (caracterizacion
histopatoldgica) y el grado de diferenciacién neuroblastica, caracteristicas que se utilizan como
factores prondsticos independientes en la clasificacion de la INRG, no se utilizan para definir la
relacidn estructura-funcién mecanica o biotensegridad.

Nuestro grupo, a partir del estudio de elementos de matriz extracelular tefiidos con técnicas
histoquimicas (HQ) e inmunohistoquimicas (IHQ), ha llevado a cabo aplicaciones biotenségricas.
Mediante el andlisis de imagen microscdpica digitalizada, con algoritmos de segmentacion
automatica computarizada en 23.100 bioimagenes histolégicas almacenadas en el biobanco de
imagenes DPUV-INCLIVA, junto con sus mdscaras asociadas, unido a parametros clinicos,
histopatoldgicos y genéticos, se generd un modelo matematico para predecir, en tumores
primarios y no primarios, el prondstico del paciente [1]. Asi, se describié que una matriz
extracelular rigida pobre en glicosaminglicanos y en grandes haces de coldgeno tipo |, y rica en
redes de fibras de reticulina entrecruzadas, desordenadas e irregulares estaba asociada a mal
prondstico. Ademas, ciertas caracteristicas morfoldgicas de las redes de fibras de reticulina
podian ser empleadas para definir un subgrupo de pacientes con muy alto riesgo de mal
prondstico, dentro del subgrupo clasificado como de alto riesgo por la INRG [5-7]. Estos
resultados remarcan el beneficio que aporta a la practica clinica la combinacién de marcadores
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clinico-biolégicos prondsticos con la nueva tecnologia de imagen microscépica y genética
computacional en esta amplia cohorte de pacientes.

4.- Elementos biotenségricos nucleares de los neuroblastos

En cuanto al componente nuclear, las variaciones en el nimero de copias de genes y/o
cromosomas determina la estrategia terapéutica en el NB, sin tener en cuenta su
biotensegridad. La amplificacién del oncogén NMYC es un factor prondstico independiente
asociado con la progresion tumoral y su estado, detectado obligatoriamente por FISH, es
utilizado para la estratificacion terapéutica desde hace mas de dos décadas [8]. El estatus del
cromosoma 11 se ha incorporado mas recientemente en la INRG [9, 10]. Las técnicas
pangendmicas estan adquiriendo un papel diagnostico central en la actualidad, dado que la
presencia de una o mas alteraciones cromosémicas segmentarias (SCA) tipicas o frecuentes en
NB (delecion de 1p, 3p, 4p, 11q y ganancia de 1q, 2p y 17q) se ha relacionado con la agresividad
tumoral [11-13]. Basandose en estas observaciones, definir el perfil gendmico tumoral se
considera actualmente como una herramienta importante para modular la actuacidn
terapéutica. La técnica de aSNP aplicada al diagndstico en NB identifica los cambios en el nUmero
de copias y provee informacién sobre la pérdida de heterocigosidad, que se ha descrito en
diversos cadnceres [14], incluido el NB, como un posible mecanismo de inactivacién de genes
supresores de tumor [15]. Mediante las plataformas de lllumina (HumanCytoSNP-12 DNA
Analysis BeadChip) y Affymetrix (CytoScan HD, OncoScan) losemos obtenido los perfiles
pangendmicos de mas de 400 tumores.

La aplicacién de técnicas de secuenciacién de nueva generaciéon estd proporcionando
informacién til para la delimitacidn de nuevos subgrupos moleculares, respecto a los genes
ALK, TERT, ATRX y TP53. El gen ALK (2p23.2) se encuentra mutado (8-10%) y amplificado (2%)
en NB esporadico siendo responsable de la mayoria de casos de NB familiar [16]. Las
mutaciones se asocian con una enfermedad mas agresiva y parecen tener un papel en la
oncogénesis del NB [16, 17]. No obstante, se encuentra mutado tanto en el grupo de alto riesgo
como en el de bajo riesgo, y en casos con y sin amplificacion del MYCN y se han observado
mutaciones emergentes en la recaida, por lo que se recomienda su evaluacién en la
enfermedad neuroblastica recurrente. Otro gen que se encuentra alterado en NB, en concreto
en un 23% de los NB de estadios 3y 4, es TERT (5p15.33) [18]. TERT codifica para la telomerasa
transcriptasa inversa siendo un componente esencial del complejo enzimatico de la
telomerasa. Las células malignas mantienen la longitud de los teldmeros mediante la actividad
telomerasa o mediante el alargamiento alternativo de los telémeros (ALT) y por tanto no se
activa la via de senescencia o apoptotosis dependiente de p53. ALT es un mecanismo
independiente de telomerasa, asociado con la inactivacidn del gen ATRX (Xq21.1) en NB [19].
Ambas vias estan activas de forma diferencial en los grupos de alto riesgo de NB [20-22]. De
hecho, estudios recientes demuestran que mientras los mecanismos de mantenimiento de los
teldmeros pueden estar inactivos en los NB de bajo riesgo, la actividad de la telomerasa se
asocia con reordenamientos de TERT en un grupo mayoritario de NB de alto riesgo. En un grupo
minoritario de pacientes de alto riesgo sin alteraciones génicas en TERT, se ha descrito la
actividad del mecanismo de ALT mayoritariamente causada por la inactivacion del gen ATRX
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[18]. Las alteraciones del gen remodelador de la cromatina, ATRX, y de su expresion proteica
parecen definir un subtipo molecular de tumores en pacientes adolescentes o adultos con
estadios avanzados, sin amplificacién de MYCN en sus tumores y con enfermedad indolente
pero que en ultimo término experimentan progresién [19, 23-26]. De esta forma las
alteraciones de los genes TERT y ATRX y la amplificacion de MYCN son practicamente
excluyentes en los casos de NB de muy alto riesgo. La inactivacién del gen supresor de tumor
p53 (TP53, 17p13.1), es esencial en la proliferacidn de las células cancerosas. Se ha descrito en
lineas celulares de NB que presentan ALT y pérdida de funcion de ATRX y en las que la pérdida
de la funcidn de p53 permite la recombinacion homadloga propia de la via de ALT [24, 27].

Estos cambios génicos y/o cromosdmicos que reflejan la inestabilidad genética del NB agresivo,
podrian tener un reflejo en la morfologia nuclear como consecuencia de las alteraciones de su
sistema tenségrico que podrian ser detectados con la tecnologia digital. Estos cambios del
sistema tenségrico nuclear, a su vez, estarian relacionados con los estimulos mecanicos y los
cambios del sistema tenségrico citoplasmico y de la MEC. De hecho, recientemente se ha
descrito la presencia de alteraciones morfoldgicas de la envoltura nuclear en tumores con
inestabilidad cromosémica, como el pleomorfismo de tamaio y forma, deformidad nuclear,
presencia de hendiduras o pliegues, de inclusiones o de micronucleos [28]. En NB aparecen
fendmenos de alta inestabilidad cromosémica, como la presencia de multiples amplificaciones
genéticas a lo largo de todo el genoma o del mecanismo de cromotripsis, definido por
secuenciacién gendmica y analisis bioinformatico como la presencia de decenas a cientos de
reordenamientos gendmicos adquiridos en un suceso catastréfico, y que estd presente en el
18% de NBs de estadio avanzado [26, 29]. De la misma forma, la alteracion en la longitud
telomérica produce inestabilidad gendmica debido a la acumulacion de cambios genéticos como
son las deleciones, traslocaciones desequilibradas y amplificaciones en células neoplasicas, y
estd asociado al prondstico clinico. En NB son frecuentes los fendmenos de alta inestabilidad
cromosomica asociados a la alteracidn en la longitud telomérica, y se ha demostrado su relacion
con la supervivencia. En concreto, el aumento en el nUmero de repeticiones teloméricas a través
de la via ALT, tal y como se ha descrito mas arriba) esta asociado a mal prondstico [22].

Asi mismo, otra medida a nivel nuclear de la inestabilidad gendmica es la deteccién del espacio
perinucleolar (PNC), que recientemente se ha asociado a malignidad. Su deteccién en cancer se
correlaciona con la capacidad metastasica, por lo que se ha propuesto como potencial marcador
tumoral en varios estudios [30-32].

5.- Otros elementos biotenségricos en neuroblastoma.

En el nicho neuroblastico, ademas de los elementos de la MEC y neuroblastos, aparecen otros
elementos que intervienen en el microambiente tumoral y que forman parte del sistema
tenségrico del NB. En este sentido, nuestro grupo, mediante el analisis de imagen de tejido
tumoral digitalizada y a través de algoritmos de segmentacidn automatica, ha llevado a cabo el
analisis de elementos de la trama vascular (CD31 y D2-40), biomarcadores de células del sistema
inmune (CD4, CD8, CD20, CD45, CD11b, CD11c, CD7, CD68 y CD163) y biomarcadores de células
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madre (OCT4, SOX2, CD133, CD105, S100A6). Precisamente, hemos publicado, en relacion a la
vascularizacién sanguinea, que una mayor presencia de vasos sinusoides (relacionados con una
mayor capacidad invasiva) y una menor presencia de vasos capilares (relacionados con menor
oxigenacion tisular) implican peor prondstico en el NB [33]. Asi mismo, ciertos indicadores
morfoldgicos de la trama vascular sanguinea permiten describir un subgrupo de pacientes de
muy alto riesgo de progresion de la enfermedad [5]. En breve haremos publica la investigacion
sobre la biotensegridad de la trama vascular linfatica con la nueva tecnologia de imagen
microscopica y genética computacional y la implicacién de su estudio como diana terapéutica
(manuscrito en preparacion). Los estudios sobre el papel de las células del sistema inmune y
células madre que infiltran el NB en la biotensegridad del NB estdn siendo llevados adelante en
el contexto de dos tesis doctorales.

6.- Modelizacion matematica en neuroblastoma

Categorizar un sistema bioldgico usando conceptos y lenguaje matemadtico, conteniendo
distintos tipos de variables, se emplea cada vez mas en oncologia para entender y predecir el
crecimiento tumoral, asi como para anticipar los efectos de terapias dirigidas.

El modelo matematico basado en el organismo completo implica la correlacidn de datos clinicos
del paciente, de las células tumorales y estromales y de la MEC. En estos estudios las células se
entienden como sistemas moleculares auto-organizados y basados en la informacién que tienen
y adquieren decisiones que regulan sus funciones internas y sus interacciones con el
medioambiente [34].

Estos modelos tienen en cuenta dos niveles de variabilidad: la interindividual y la intra-
individual, y proporcionan una respuesta media siempre y cuando exista una base de datos que
contenga un gran numero de casos similares al caso problema. Incluir toda la informacion
procedente de la imagen morfolégica microscopica (dimensiones, volumen, densidad,
intensidad, e interconexidon entre otras variables tisulares celulares y no celulares) y la
procedente de estudios de genética computacional, puede usarse en los modelos matematicos,
para su enriquecimiento. Existen numerosas técnicas de analisis multivariante aplicadas a la
clasificaciéon de tumores [35-37], que alcanzan una importante sensibilidad y especificidad con
tamafios muestrales histolégicos suficientemente grandes.

En NB, existen diversos modelos matemadticos de interacciones de proteinas, de rutas
bioquimicas y de funciones celulares [38, 39]. En el modelo matematico previamente referido
(FIS2010/0015 y FIS2014/01008) toda una bateria de nuevos marcadores definidos por imagen,
junto con los pardmetros clinicos, histopatoldgicos y genéticos permitié predecir, en tumores
primarios y no primarios, el prondstico del paciente [1]. Se remarca, pues, el beneficio que
podria aportar a la practica clinica la combinaciéon de marcadores clinico-bioldgicos pronésticos
con la nueva tecnologia de imagen microscdpica y genética computacional de una amplia
cohorte de pacientes.
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HIPOTESIS

Con los datos derivados del analisis de bioimagen microscépica de la matriz y envoltura nuclear
obtendremos un modelo predictivo que aportara informacion clave para la aplicacién de la
mecanoterapia molecular en neuroblastoma, poniendo de manifiesto los elementos relevantes
de las interacciones fisicas de las células con la MEC.

Esta hipdtesis se compone de las siguientes ideas:

1. Procesando numerosos datos genéticos y morfométricos nucleares, podremos definir
patrones nucleares asociados a diferentes perfiles de inestabilidad gendmica.

2. Estableciendo clasificaciones automaticas de las imagenes microscdpicas mediante patrones
algoritmicos relacionando morfologias, texturas, ubicacidén y conexiones entre células tumorales
con distinto grado de inestabilidad genética y los elementos celulares y acelulares de su estroma,
pretendemos determinar los cambios estructurales de las matrices nucleares, citoplasmicas e
intercelulares y las modulaciones derivadas de sus interacciones.

3. El modelo predictivo que se espera formular usando conjuntamente los datos matematicos
procedentes del analisis de las imagenes microscdpicas, los gendmicos de asociacion y los datos
clinicos del paciente, se relacionara con el estrés fisico tisular de los elementos constituyentes,
con la intencidn de encontrar nuevas moléculas dianas de mecanoterapia.



7 INCLIVA

Instituto de Investigacion Sanitaria

OBIJETIVOS

Objetivos generales:

1.

Cuantificacion vy caracterizacion de las alteraciones nucleares en las células
neurobldsticas malignas, utilizando imagenes histoldgicas digitalizadas.

Asociacion de los pardmetros y variables derivados del analisis de bioimagen
microscopica nuclear con los datos genéticos albergados en la base de datos NeuPat.
Modelizacidn predictiva matematica de los datos morfométricos y genéticos tumorales
y los datos clinicos de los pacientes. Los modelos obtenidos se compararan en base a su
capacidad predictiva y su habilidad para identificar dianas moleculares
mecanotransductoras.

Realizacion de estudios de simulacion en cohortes de NB con diversa inestabilidad
gendmica, empleando el modelo predictivo obtenido.

Constatar el importante papel de la firmeza de la matriz extracelular en relacién con el
patrdon de agresividad nuclear de las células tumorales.

Objetivos concretos:

Seleccion de casos de interés por grado de inestabilidad gendmica.

Construccion de TMAs.

Tincién de HE y Feulgen en cortes completos y TMA:s.

Realizacidon técnica de FISH para deteccidn de telémeros en cortes completos y TMAs.
Realizacidon de inmunohistoquimica para la detecciéon del PNC en cortes completos y
TMAs.

Valoracidn subjetiva de cortes completos de todos los elementos.

Disefio de algoritmos de analisis de imagen especificos para cuantificar objetivamente
los elementos de interés.

Caracterizacion automatica de los elementos estudiados en TMAs.

Realizacion de estudios de asociacidon con caracteristicas clinicas y bioldgicas de los
pacientes y con otros elementos celulares y de la MEC del neuroblastoma.

Definicion de patrones de agresividad nuclear.

Disefiar medicamentos que inhiban las fuerzas mecdnicas que facilita la interaccion
entre los receptores y medios de unién celulares y que generan la inestabilidad genética
evidenciada con patrones de agresividad nuclear.
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METODOLOGIA

Para el estudio de la biotensegridad tumoral en neuroblastoma, seleccionaremos 160 muestras
tumorales con diversa inestabilidad gendmica procedentes del biobanco DPUV-INCLIVA, que se
incluirdn en micromatrices de tejido (TMAs) seleccionando 2 cilindros tisulares de 1 milimetro
de diametro por tumor, asi como de al menos un tejido no patolégico como control en cada
TMA. Es por tanto una investigacion sobre tejidos tumorales que no requiere nuevo material ya
que se utilizaran tejidos tumorales parafinados y/o congelados de la coleccion asistencial de NB
(material restante tras el diagndstico de los factores bioldgicos de estratificacion de INRG,
solicitado por los oncopediatras) con consentimientos informados por parte de las familias o
tutores legales en los hospitales de origen. De las 160 muestras especialmente seleccionadas,
40 casos muy inusuales seran los de alta inestabilidad genética (presencia de cromotripsis y/o
mas de 3 amplificaciones génicas) y 120 casos serdn los que presenten menor inestabilidad
(mediay baja: perfiles pangendmicos con ganancias y/o pérdidas segmentarias cromosomicas -
SCA- y muy baja: perfiles pangendmicos con ganancias y/o pérdidas completas cromosdémicas -
NCA-), determinada por aSNP.

-ANALISIS DE LA ENVOLTURA NUCLEAR

Para la caracterizacién de las alteraciones morfoldgicas nucleares asociadas a inestabilidad
gendmica, se llevara a cabo un primer analisis subjetivo al microscopio a partir de secciones
completas de tinciones de Hematoxilina-Eosina y Feulgen, tras lo que se disefiaran algoritmos
de cuantificacién utilizando imdagenes microscdpicas digitalizadas mediante el escaner
Panoramic Midi o Aperio ScanScope XT.

Las caracteristicas morfolégicas de la envoltura nuclear a medir serdn: pleomorfismo de forma
y tamano, presencia de inclusiones intracitoplasmaticas, invaginaciones, pliegues, deformidad,
presencia de convoluciones o de aneurismas, fragmentacién y polilobulacidn nuclear, asi como
también se analizara el tamafo del nucleolo y el grado de densidad cromatinica. Se tendran en
cuenta, para cada una de las caracteristicas nucleares, aquellos aspectos susceptibles de ser
cuantificados, estableciendo los parametros que definan a cada variable. Para ello, se hard una
busqueda bibliografica previa de aquellas alteraciones nucleares que puedan ser caracteristicas
de ciertos tipos tumorales, para posteriormente analizarlas en muestras tumorales almacenadas
en el biobanco DPUV-INCLIVA.

-ANALISIS DE LOS TELOMEROS Y DEL ESPACIO PERINUCLEOLAR

De cada una de las muestras tefiidas con Hematoxilina-Eosina y Feulgen, en cortes completosy
en TMAs, se llevard a cabo la técnica de FISH cuantitativa (Q-FISH) utilizando una sonda
telomérica (DAKO, Glostrup, Dinamarca). Elandlisis subjetivo se llevara a cabo 24 horas después
de la realizacion de la técnica, segin recomendaciones previas [40]. Para ello, se tendrdn en
cuenta el nimero de sefales por nucleo asi como su tamafio e intensidad, de forma que se hara
una primera seleccién de aquellos casos que presenten una alta heterogeneidad en tamafio e
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intensidad intracelular, asociados a una alta inestabilidad gendmica [22]. En aquellos casos que
presenten células con zonas con una alta acumulacion de seiales, indistinguibles entre si al
microscopio de fluorescencia, al objetivo de 100X, se valorara el andlisis conjunto con sondas
para el reconocimiento de cuerpos nucleares de leucemia promielocitica (PML bodies), que
suelen estar asociados a estas sefiales teloméricas y que son caracteristicas del ALT [41].

- Por otra parte, se llevara a cabo el estudio del PNC mediante el analisis inmunohistoquimico,
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-SH54 (Merck Millipore, Molsheim, France), proteina
presente en el PNC. Se hard un primer andlisis subjetivo para determinar aquellas muestras que
presenten positividad. Se calculara la prevalencia, definida como el porcentaje de células con al
menos un PNC, este porcentaje podrd estar asociado a la agresividad tumoral. Para la
cuantificacidn objetiva de esta variable se digitalizardn las TMAs y se disefiard un algoritmo
matemadtico para la cuantificacion de la prevalencia de PNC en cada muestra tumoral,
definiéndose los pardmetros de tamaiio e intensidad.

-ESTUDIOS DE ASOCIACION

Los datos matematicos derivados de la cuantificacidn de las variables nucleares serdn asociados
a los datos genéticos albergados en la base de datos NeuPat, obtenidos en la rutina diagndstica
del laboratorio desde 1996, tanto de FISH, array CGH, MLPA, aSNP y citometria estatica para
analizar el contenido de ADN. En concreto el andlisis pangenémico mediante distintas
plataformas de aSNP (lllumina y Affymetrix) ha permitido la obtencidn del perfil cromosdmico
completo de las muestras, a partir del cual se han podido establecer los diferentes niveles de
inestabilidad gendmica.

Se seleccionaran, de las imagenes microscdpicas almacenadas de los biomarcadores de redes
criticas morfoldgicas celulares y de MEC de los 400 NB analizados previamente, las
correspondientes a los 160 NB analizados. De esta forma, los datos genéticos se asociardn a los
datos matematicos de componentes de la MEC, compartimento vascular e infiltrado de células
inmunes y células madre. Se completaran los casos que por razones técnicas hayan sido
excluidos de los analisis previos. Se llevara a cabo una ampliacidn en el disefio de algoritmos
para realizar la colocalizacién y se aplicara la Teoria de Grafos a dichas imdgenes para el andlisis
topoldgico.

Para la asociacion de datos y la construccion de modelos predictivos contaremos con la
experiencia, material y datos obtenidos de dos proyectos en ejecucién (FIS2014/01008
"Estudio de la Biotensegridad en los tumores neuroblasticos" IP: R. Nogueray CIBERONC
CB16/12/00484 Identification and validation of new (targeted and immune) therapies,
preclinical models and markers of therapeutic response in pediatric solid (development)
tumours IP: R. Noguera) asi como de un proyecto ya finalizado (FIS2010/0015 "Modelo in
silico de la hiperestructura de los tumores neurobldsticos. Integracion génica,
microscdpica y clinica" IP: R. Noguera), que han permitido la creacién de un biobanco de
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imagenes microscopicas de NB con mas de 23.000 imagenes y una amplia base de datos
genéticos tumorales asociados a datos clinico-bioldgicos de los NB.

Respecto a los estudios matemadticos necesarios para la obtenciéon del modelo predictivo,
trabajaremos con un elevado nimero de variables. En este contexto, es necesario incorporar
técnicas de seleccion de variables. En este trabajo, al igual que en trabajos anteriores, se
exploraran dos aproximaciones, en primer lugar, una estrategia en dos pasos, que implica
seleccion de variables en un contexto univariante, evaluando la asociacién de cada variable
predictiva con la respuesta de manera independiente, y la posterior incorporaciéon de las
variables seleccionadas para ajustar un modelo de regresién logistica multivariante. En segundo
lugar, aplicamos un método de regresion penalizada. Los modelos obtenidos se compararan en
base a su capacidad predictiva y su habilidad para identificar variables causales. Finalmente, una
vez establecido el modelo predictivo realizaremos estudios de simulacién en diferentes cohortes
de NB con diversa inestabilidad gendmica.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se realizaran todos los estudios previamente mencionados de la envoltura y la matriz nuclear
con material tumoral procedente de inoculacién ortotépica (en glandula suprarrenal) de lineas
celulares de NB en ratones Rag inmunodeficientes. Este material procedera del proyecto de la
Funcion de la Asociacion Espafiola contra el Cancer (Cancer Infantil 2015 IP: R. Noguera).
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PLANIFICACION TEMPORAL

El plan de trabajo aqui presentado esta ajustado a dos anualidades por solicitud expresa de la
Fundacion Neuroblastoma. La consecucion de los objetivos es segura con la planificacidn del
trabajo en cuatro anualidades.

Plan de trabajo primera anualidad

1.

Caracterizacién y cuantificaciéon al microscopio 6ptico (andlisis subjetivos) de las
alteraciones de la envoltura nuclear presentes en las células malignas de tumores
neuroblasticos en cortes completos.

Disefio de TMAs de los 160 casos de NB.
Caracterizacion y cuantificacion al microscopio fluorescente (anadlisis subjetivos) de

las alteraciones de la matriz nuclear relacionadas con la elongacion de telémeros
presentes en las células malignas de tumores neuroblasticos en TMAs.

Analisis de las proteinas de agresividad tumoral PTB del compartimento
perinucleolar (PNC) al microscopio éptico (andlisis subjetivos) presentes en las
células malignas de tumores neurobldsticos en TMAs.

Caracterizacidon y cuantificacion en imagenes digitales (analisis objetivo) de las
alteraciones de la envoltura nuclear en cortes completos y en TMAs.
Caracterizacion y cuantificacién en imdagenes digitales (andlisis objetivo) obtenidas
con el microscopio fluorescente de las alteraciones de la matriz nuclear relacionadas
con la elongacidn de telémeros en TMAs.

Caracterizacidon y cuantificacion en imagenes digitales (analisis objetivo) de las
alteraciones de la matriz nuclear relacionadas con proteinas de agresividad tumoral
PTB del compartimento perinucleolar (PNC) en TMAs.

Plan de trabajo segunda anualidad

1. Validacién subjetiva de los hallazgos en TMAs de ALT y PNC en cortes completos.

2. Cribado de imagenes microscopicas almacenadas de los biomarcadores de
redes criticas morfoldgicas celulares y de MEC de los 400 NB analizados
previamente, y seleccién de las correspondientes a los 160 NB. Los datos
genéticos se asociaran a los datos matematicos de los componentes de la
MEC, compartimento vascular e infiltrado de células inmunes y células
madre.

3. Combinaciones de imagenes. Disefio y aplicacion de software de
colocalizacion segun patrones nucleares y de la MEC aplicandose la Teoria
de Grafos a dichas imagenes.
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Asociacidon de los parametros y variables derivadas del andlisis de bioimagen
microscopica nuclear a los datos genéticos albergados en la base de datos
NeuPat y ArrayMap, de forma que los datos nucleares queden vinculados a los
datos genéticos derivados del analisis por FISH, aCGH, MLPA, aSNP e indice de
ADN por citometria estatica.

Creacién de un modelo matematico predictivo a partir de los datos
morfométricos de la MEC, sistema vascular, de células madre, células del sistema
inmune y alteraciones nucleares, junto a los datos gendmicos de asociacion y los
datos clinicos de los pacientes. Los modelos obtenidos se comparardn en base a su

capacidad predictiva y su habilidad para identificar dianas terapéuticas
mecanotransductoras.

Estudios de simulacidn en cohortes de neuroblastoma con diversa inestabilidad
gendmica, empleando el modelo predictivo obtenido.
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EXPERIENCIA DEL EQUIPO

El grupo de investigacion traslacional en tumores sélidos pediatricos del DP-UV/INCLIVA
se consolido hace 25 anos y es el Centro Nacional de Referencia de Estudios de NB cuyos
esfuerzos estdn dedicados, de forma muy activa, a la investigacion traslacional en
histopatologia y genética. En relacidon con el diagndstico e investigacién colaborativa
nacional de biomarcadores diagndsticos y prondsticos en NB y otros tumores sélidos
pediatricos, nuestro grupo ha establecido unas fuertes relaciones de colaboracion con
la Sociedad Espafiola de Oncologia Pediatrica (SEHOP), desde 1992. En un primer
momento, se proporcionaron los resultados de la evaluacion histopatoldgica siguiendo
la clasificacion de Shimada. M4s tarde, incorporamos factores prondsticos genéticos
como el estado del oncogén MYCN y el de los brazos cromosémicos 1p, 11g y 17q,
primero mediante la técnica de FISH, mds tarde por métodos semigendmicos y
pangendmicos y, actualmente, mediante aSNP de alta resolucién. Paralelamente, en
2003, nuestro grupo se incorporé a la primera red espafiola de Investigacion sobre el
Cancer (RTIC-G03), apoyada por el ISCIll (Madrid), que se prolongd durante las redes
sucesivas (RD06/0020 y RD012/0036). Actualmente, formamos parte del CIBERONC,
Programa: “Tissue biomarkers, oncoimmunology and lower prevalence tumors” (Grupo
CB16/12/00484 IP: R Noguera).

Respecto al enfoque propuesto en este proyecto, que pretende identificar cambios
morfométricos y genéticos relacionados con la fisica, el grupo posee experiencia en:

Patologia digital / analisis de imagen microscépica. La experiencia del grupo se basa en
el estudio, durante los ultimos 8 afios, de diversos elementos implicados en la
tensegridad del tumor, incluyendo elementos de andamiaje fibroso, vascularizacion
sanguinea vy linfatica y sustancia fundamental de la MEC, en aproximadamente 500
tumores neuroblasticos. El grupo mantiene colaboraciones con el grupo de la Dra. Gloria
Bueno (VISILAB, Grupo de Vision y Sistemas Inteligentes, Universidad de Castilla La
Mancha), con el Dr. Luis Alfaro del centro de oftalmologia médica, FOM (FISABIO,
Valencia), con el Prof. Luis Maria Escudero (grupo IBIS, Universidad de Sevilla), y con
Marcial Garcia-Rojo (Hospital de Jerez de la Frontera), expertos, todos ellos en analisis
de imagen. Para el andlisis de esta cohorte de casos, se han desarrollado, ademas,
algoritmos que permiten el andlisis de la implicaciéon de las células de la respuesta
inmune y células madre tumorales, con la colaboracién del Dr. Toméas Alvaro (Dpto.
Anatomia Patoldgica, Hospital Verge de la Cinta, Tortosa) y del Dr. Isidro Machado
(Instituto Valenciano de Oncologia), expertos en inmunopatologia. Parte de los
resultados estan comprendidos en dos tesis doctorales (una ya defendida en 2015 por
la Dra. Irene Tadeo y otra que se encuentra en su Ultima fase de preparacion para ser
defendida por el doctorando Victor Zuiiiga) y han dado lugar a diversas publicaciones
cientificas.
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Caracterizacion genética de subgrupos de tumores neuroblasticos. La
interdisciplinaridad del equipo ha permitido la deteccidén y caracterizacion genética,
tanto concreta como general, de ciertos subtipos de NB y de otros tumores pediatricos
inusuales que poseen una baja frecuencia y/o presentan genotipos/fenotipos atipicos.
Por ejemplo, el grupo ha estudiado la presencia simultdnea de MNA vy la delecién del
brazo largo del cromosoma 11; el estado del gen ATRX y su expresién IHQ; el analisis de
los perfiles pangendmicos en pacientes adolescentes y adultos; el estudio comparativo
de las alteraciones genéticas presentes en tumores con amplificacion heterogénea del
gen MYCN; el conjunto de tumores neuroblasticos con gran inestabilidad genética; o la
presencia de mutaciones y la expresion IHQ del gen ALK. Todos estos trabajos han
resultado en varias publicaciones, contribuciones a reuniones internacionales y la
realizacion de diversas tesis doctorales (Octavio Burgués, Carmen Mejias, Marta
Piqueras y Ana Berbegall). De forma prospectiva se realizan todos estos andlisis como
parte de estudios europeos, que entre otras acciones persiguen mejorar la
estratificacion terapéutica en base a la genética tumoral al diagnéstico.

Biopsia liquida. El equipo tiene puesta a punto la técnica de biopsia liquida centrada en
la caracterizacion genética del ADN tumoral circulante en muestras de plasma de
pacientes afectos de NB. En este sentido, el equipo esta centrado en la utilidad de la
biopsia liquida como herramienta en la oncologia pediatrica dentro del consorcio
CIBERONC. El presente equipo colabora con el grupo de los profesores F. Speleman vy J.
Vandesompele en la obtencién de firmas de miRNA desde suero de pacientes espafioles
con NB.

Experimentacion in vitro e in vivo. El equipo trabaja con xenotranplantes de tumores
neurobldsticos humanos en ratones immunodeficientes y ratones deficientes para
ciertos elementos de la MEC susceptibles de ser dianas terapéuticas. Realizamos
colaboraciones relacionadas con analisis genéticos de biopsias tumorales sdlidas, asi
como la caracterizacion de los elementos de la MEC, con los métodos de Patologia digital
basada en analisis de imagen microscdpica, con el grupo de Sven Pahlman y de Daniel
Bexel (Lund, Suecia).

Manejo, gestion y disefio de base de datos y bancos de muestras. El grupo tiene
experiencia en el tratamiento de datos clinico-bioldgicos, materiales tumorales y
derivados, procedente de pacientes espanoles afectos de NB. Estos vienen siendo
custodiados desde 1992 y adecuadamente almacenados en biobancos diversos y en una
base de datos disefiada para tal fin, Neupat.

Participacion como miembros de los subcomités de Estudios de Patologia y Estudios
de Biologia de la Sociedad Europea de Oncologia Pediatrica desde 1996. Elaboracion y
estandarizacion de la nomenclatura diagndstica adaptada a las nuevas necesidades y
avances de las nuevas tecnologias. Contribucion en relacidn al desarrollo y aplicacién de
nuevas terapias personalizadas en el contexto internacional del grupo Europeo.
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Medios disponibles

Como Centro de referencia de estudios histopatolégicos y genéticos desde 1992 disponemos de:

Extenso banco de muestras de tejidos tumorales congeladas y parafinadas.

Amplio banco de material derivado de las muestras de tejido tumoral: cultivos celulares,
ADN yARN.

Gran banco de imagenes microscoOpicas de tumores infantiles con formatos aptos para
andlisis digital.

Instrumentacién para el procesado de muestras tisulares incluido para la construccion de
TMAs.

Fotomicroscopios épticos y de fluorescencia.

Licencia de software de analisis de imagen Image Pro-plus v. 6. y de los visores
ImageScope de Aperio y Panoramic Viewer de 3D Histech.

Programa de andlisis de imagen de acceso gratuito, TFL-Telo y Telometer (ImageJ).
Programa de andlisis estadistico SPSS v. 22.

Acceso a varios digitalizadores de preparaciones.

Experiencia y metodologia desarrollada en proyectos previos.

Personal especializado.
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Resultados esperables

Basandonos en el conocimiento de que los fendmenos de inestabilidad gendmica en cancer
pueden verse reflejados en cambios en la morfologia nuclear, y que estas alteraciones pueden
observarse al microscopio, aunque en ocasiones pasan desapercibidas, esperamos:
1.-Detectar, mediante la observacién al microscopio dptico de secciones completas tefiidas por
técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas, alteraciones de la envoltura nuclear asociadas a
los distintos grados de inestabilidad gendmica que han sido descritas previamente en otros tipos
tumorales. Para conseguir caracterizarlas subjetivamente y disefar algoritmos de cuantificacién
automatica vamos a utilizar como grupo diana 40 muestras que representan uno de los
fendmenos mds inusuales de alta inestabilidad gendmica en neuroblastoma, la presencia de
cromotripsis o de varias amplificaciones génicas. En las muestras que presenten estos
fendmenos esperamos observar un gran numero de micronucleos, un alto grado de
pleomorfismo de forma y tamafio, asi como una presencia notable de inclusiones
intracitoplasmaticas, invaginaciones, pliegues, deformidad, presencia de convoluciones o de
aneurismas, fragmentacion y polilobulacion nuclear, asi como también agrandamiento del
nucleolo y una distribucion heterogénea y anémala de la cromatina condensada. Este hecho
facilitara la deteccién de la inestabilidad genética asociada a las alteraciones de la envoltura
nuclear en otras muestras tumorales cuya presencia sea menos evidente o Unicamente esté
presente en un pequefio porcentaje celular.

2. Evidenciar la alta heterogeneidad tisular y celular respecto a la elongacién telomérica, tras
utilizar la técnica de FISH con la sonda adecuada y analizar las muestras al microscopio de
fluorescencia. En el NB esta descrita la presencia de ALT y esperamos encontrar, sobre todo en
aquellas muestras con alta inestabilidad gendmica, una heterogeneidad intra-tumoral de la
longitud telomérica evidente empleando métodos de analisis digital que nos permita
caracterizar y conocer la importancia de los distintos tamafios e intensidades de las sefales
teloméricas.

3. Proponer como factor de mal prondstico una alta prevalencia de los espacios perinucleares
(PNC) en aquellas muestras con alta inestabilidad gendmica y asociadas a una gran agresividad,
tal y como se ha establecido en otros tipos tumorales. Buscar nuevas dianas terapéuticas en las
proteinas de agresividad tumoral PTB del compartimento perinucleolar.

4.-Generar, una vez obtenidos los datos matematicos derivados de la cuantificacién automatica,
patrones nucleares de agresividad mediante la asociaciéon a los datos genémicos, de otras
estructuras tisulares y caracteristicas clinicas de los pacientes. Los resultados a corto plazo seran
la clasificacion de los tumores de los nifios diagnosticados en Espafia en funcién del andlisis
mediante imagen microscopica del sistema de biotensegridad MEC-citoplasma-nucleo.

5. Ser capaces, mediante la digitalizacidon de las imagenes microscépicas y la generacidon de
algoritmos matematicos, de cuantificar y caracterizar la forma, el tamafio y la topologia de las
diferentes alteraciones nucleares de forma automatica y de adecuada validacién para obtener
como resultados a medio plazo dianas terapéuticas basadas en el comportamiento mecanico y
gue actuen sobre las fuerzas fisicas que intervienen en la matriz extracelular.
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Concluimos que este proyecto tiene un alto potencial en cuanto a la traslacién clinica de sus
resultados. La contribucion al avance del conocimiento que se espera realizar a lo largo de este
proyecto de investigacién es la caracterizacion de la biotensegridad que pueda servir como
factor prondstico, junto a los establecidos hasta ahora en la estratificacion del neuroblastoma.
Las variables de los patrones que se obtengan serviran como dianas moleculares para la
generacion de futuras estrategias terapéuticas.
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Razones e interés cientifico médico del tema de investigacion propuesto

El interés de la actividad cientifica que va a desarrollarse en este proyecto se basa
principalmente en su transferibilidad a la practica clinica, ya que previsiblemente va a permitir
descubrir nuevas dianas moleculares que permitiran el desarrollo futuro de nuevas estrategias
terapéuticas. En concreto, el analisis de los cambios fisicos de la MEC y matriz celular detectados
por técnicas histomorfométricas cuantitativas y topograficas unidos a la heterogeneidad
genética y clinica serdn utilizados para determinar los mecanosensores diana a utilizar en
mecanoterapia molecular aplicable al NB agresivo. Las células neopldsicas sienten y responden
a los cambios de la matriz extracelular constituyendo un sistema dindmico tensegrico que puede
ser manipulado por intervenciones mecanoterapéuticas. No solo juega un papel importante la
firmeza de las matrices extracelulares tumorales sino también la firmeza de las propias células
(nuclear y citoplasmica) y su biotensegridad. Por otro lado, las técnicas innovadoras de imagen
microscopica, que permitirdn para determinar dianas terapéuticas podran ser extrapoladas a
todo tipo de muestras tumorales primarias y metastasicas.

Otro punto clave del proyecto es la innovacidn en procedimientos diagndsticos, ya que permitira
la extraccion de informacion paramétrica caracteristica tisular que podra ser utilizada para la
toma de decisiones diagndsticas y mejoras de la guia predictiva en los nifios con neuroblastoma
de alto riesgo. Se enmarca en la prioridad tematica del uso de las tecnologias "dmicas" y la
imagen médica del Plan Estatal de Investigacién Cientifica, Técnica e Innovacién. Para abordar
el objetivo de transferencia contamos con financiacion, experiencia, material y resultados
preliminares.
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Presupuesto solicitado

Primera anualidad

Gastos de Personal (Costes de contratacion ajustadas a las tablas salariales del ISCIII 2016):
Técnico superior a tiempo parcial (15hrs/semana): 11.000 €

Gastos de Ejecucion

A) Adquisicidn de bienes: 5.500 €
Anticuerpo SH54 2.000 €
Telomere kit 3.500 €

B) Contratacidn de servicios 0

c¢) Otros gastos 500 €

Viajes a congreso/reunion cientifica 500 €
Costes Indirectos 15% 3.000 €

Total: 20.000 €

Segunda anualidad
Gastos de Personal (Costes de contratacidn ajustadas a las tablas salariales del ISCIIl 2016):
Técnico superior a tiempo parcial (20hrs/semana): 14.750 €

Gastos de Ejecucién

A) Adquisicion de bienes: 0€
B) Contratacion de servicios 8.250 €
c) Otros gastos 2.500 €

Viajes a congreso/reunion cientifica 500 €
Publicaciones 2000
Costes Indirectos 15% 4,500 €

Total: 30.000 €



