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Resumen

Introduccidn. Los sarcomas de partes blandas (SPB) del adulto constituyen un
grupo de tumores heterogéneo, tanto a nivel fenotipico/morfolégico como a
nivel molecular, lo cual dificulta su manejo clinico dado que incluye cerca de 50
entidades diagnosticas diferentes. Aunque ha habido numerosos avances
cientificos en las ultimas décadas que han llevado a comprender mejor la
biologia de los SPB, las principales herramientas diagndsticas, prondsticas y
predictoras de beneficio terapéutico continian siendo clinico-patoldgicas.

Las vias de transduccion de sefiales desempefan un papel crucial en el
desarrollo y progresiéon de los SPB en adultos. A pesar de que el diagndstico
de SPB incluye numerosos subgrupos, se considera que las vias de
transduccion de senales de RAS/MAPK y de PISBK/mTOR son responsables de
la proliferacion, del comportamiento maligno y el mantenimiento del fenotipo
tumoral, independientemente del subtipo tumoral.

Hipotesis. El estudio de la expresién y/o de la activacion de estas dos vias a
diferentes niveles nos permitira identificar nodos relevantes en la biologia de
los SPB asociados a malignidad con potencial terapéutico.

Material y Métodos. Se evaluaron retrospectivamente las caracteristicas
clinico-patoldgicas de un total de 166 pacientes con tumores mesenquimales,
68 con tumores benignos y 98 con sarcomas. En cada uno de ellos se llevaron
a cabo las siguientes tinciones inmunohistoquimicas para evaluar las vias de
RAS/MAPK y PI3K/mTOR: 4EBP1, p4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E, pEIF4E. Se
analizaron sus patrones de expresion y se estudid su asociacion con
caracteristicas clinico-patoldgicas y pronosticas.

Resultados. Todos los marcadores se encontraron mas activados en
sarcomas excepto pMAPK, que estaba mas expresado en tumores benignos.
La hiperactivacion de RAS/MAPK medida mediante pMAPK fue factor
independiente de mal prondstico para supervivencia libre de enfermedad (HR
3,32; p=0,036) y supervivencia global (HR 6,67 ; p<0,001).
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Abstract

Background. Adult soft tissue sarcomas (STS) represent a phenotypically,
morphologically and molecularly heterogeneous group that includes up to 50
distinctive entities, and subsequently hampers daily clinical management.
Several breakthroughs during the past two decades have contributed to a better
understanding of these neoplasms. However, the main diagnostic, prognostic
and predictive tools remain based on clinical and/or pathologic features.
Abnormalities in signaling occur in most sarcomas and remain crucial in
development and malignant progression. Overactivation of RAS/MAPK and
PIBK/mTOR growth-factor signaling pathways are responsible of proliferation,
aggressiveness, and maintenance of tumoral phenotype regardless the
particular subgroup of STS.
Hypothesis. Analysis and evaluation of the expression and/or activation of
RAS/MAPK and PI3BK/mTOR pathways in adult STS will allow us to identify
relevant nodes essential for STS prognosis and therapeutics.
Methods. The expression of 4EBP1, p4AEBP1, pMAPK, pS6, EIF4E and pEIF4E
was assessed by immunohistochemistry in 166 formalin-fixed paraffin-
embedded samples of mesenchymal tumors (66 benign tumors and 98 STS) to
determine RAS/MAPK and PI3BK/mTOR pathways activation and correlate with
clinicopathological features and survival.
Results. All the markers investigated but pMAPK were found overexpressed in
STS compared with their corresponding benign lesions. RAS/MAPK pathway
hyperactivaton — as measured by pMAPK expression — predicted
independently impaired relapse-free (HR 3,32; p=0,036) and overall survival
(HR 6,67 ; p<0,001).
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Introduccion

1.1. PREAMBULO

El término sarcoma deriva del griego antiguo y literalmente significa
blando (sarcos) y tumor (-oma), o tumor de las partes blandas. En efecto, los
sarcomas constituyen un grupo de neoplasias malignas que proceden de
aquellos tejidos de origen no epitelial derivados del mesodermo embrionario, es
decir, del tejido mesenquimal. Su incidencia es baja, representando
aproximadamente un 1% de todos los canceres del adulto y un 12% dentro de
los tumores pediatricos (1, 2). Este origen mesodérmico condiciona que los
sarcomas abarquen un espectro histopatolégico muy diverso, pudiendo
desarrollarse en cualquier parte del organismo que contenga tejido
mesenquimal: musculo estriado, musculo liso, tejido fibroso, tejido adiposo,
cartilago y hueso. Dada la baja incidencia y la heterogeneidad diagnéstica, el
abordaje clinico de los sarcomas es complejo, ya que con frecuencia
determinados subgrupos de sarcomas se asocian con caracteristicas clinicas,

histologicas, prondsticas y terapéuticas muy particulares.

Por cuestiones epidemioldgicas y clinicas, los sarcomas se dividen en
dos grandes grupos: sarcomas de partes blandas (SPB) (80-85%) y sarcomas
0seos (15-20%). La presente tesis doctoral esta dedicada a estudiar el primer
grupo, y concretamente, los subtipos de SPB mas frecuentemente observados
en la clinica en adultos: sarcoma pleomorfico indiferenciado (SPI), liposarcoma
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(LPS), leiomiosarcoma (LMS) y sarcoma sinovial (SS). También incluimos en
este estudio a los tumores malignos de la vaina nerviosa periférica (TMVNP),
los cuales, a pesar de tener un probable origen ectodérmico, presentan
numerosas similitudes con los SPB en cuanto a comportamiento, historia
natural, manejo clinico y prondstico, considerandose en la practica sarcomas
(1). Por ultimo, esta tesis contiene también un grupo representativo de tumores
mesenquimales benignos, con el doble objetivo de caracterizarlos y de usarlos
como referencia a la hora de compararlos con sus correspondientes tumores

malignos.

1.2. ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LOS TUMORES
MESENQUIMALES

1.2.1. DEMOGRAFIA DE LOS SARCOMAS DE PARTES BLANDAS

1.2.1.1. Epidemiologia

Desde un punto de vista epidemioldgico existe escasa informacion
relativa a los patrones de incidencia y supervivencia de los SPB, principalmente
debido a los numerosos diagnosticos y localizaciones que se incluyen bajo la
denominacion de SPB, y también porque, en la mayoria de las ocasiones, los
carcinomas son mucho mas numerosos que los sarcomas en casi cualquier
localizacion, con lo cual quedan olvidados en las estadisticas globales que

incluyen todos los tipos de cancer.

La amplia mayoria de los tumores de origen mesenquimal son benignos:
aproximadamente, los tumores mesenquimales benignos son 100 veces mas
frecuentes que los malignos (1). Asi, mientras que la incidencia global de
tumores mesenquimales benignos se estima en 3.000 casos por millon de
habitantes y afio, la incidencia anual de los sarcomas es de 30 casos por millon
de habitantes (1, 3).



Se ha estimado la incidencia aproximada de los SPB en diversas series,
de origen norteamericano y europeo. En ambas localizaciones geograficas los
SPB constituyen aproximadamente un 1% de todos los canceres, con una
incidencia inferior a 5 casos por cada 100.000 habitantes y afo. En los Estados
Unidos, el numero absoluto de casos estimados para el afio 2014 fue de
12.020, de los cuales 6.550 se producen en hombres y 5.470 en mujeres. En
torno a una tercera parte de los pacientes diagnosticados de sarcoma (4.740
pacientes, 2.550 hombres y 2.190 mujeres) moriran como consecuencia de su
tumor (1, 4).

Los datos epidemioldgicos sobre sarcomas en Europa se han publicado
recientemente, y por primera vez, en el European Journal of Cancer. La
incidencia cruda de sarcomas en Europa es de 5,6 casos por 100.000
habitantes y afio, estimandose un total de 27.908 casos anuales, de los cuales
un 84% son SPB y 15% sarcomas 6seos (5). Con respecto a los SPB, la
incidencia cruda total anual se estima en 4,7 casos por 100.000 habitantes y
afo. No existe un estudio que proporcione datos epidemioldgicos especificos
para la poblacion espanola. No obstante, la incidencia anual de SPB parece
estar, segun datos del IARC (6), entre 1 y 2 casos por 100.000 habitantes, lo
cual es consistente con los datos publicados en los registros internacionales
previamente mencionados en los que todos cifran esta incidencia en menos de

5 casos por 100.00 habitantes.

1.2.1.2. Edad

Los SPB aparecen a cualquier edad, aunque su incidencia se
incrementa con la edad en todas las localizaciones excepto para aquellos
sarcomas cuya localizacion primaria sea en las regiones paraorbital y cardiaca
(1). Asi, en la serie europea se aprecia claramente el incremento progresivo de
la incidencia anual por 100.000 habitantes de los SPB paralelamente al
incremento de edad: 0,9 de 0 a 14 anos; 1,3 de 15 a 24 anos; 4,4 de 25 a 64
afnos; y 13,1 para mayores de 65 afos. En cambio, el patrén de sarcomas
0seos es inverso, presentando una incidencia decreciente con la edad. Este
patron de incidencia dependiente de la edad se puede observar en la siguiente
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tabla de datos del SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results
program)(3-5) (tabla 1).

Localizacion® >202 20-342 35-447 45-547 55-642 65-742 75-840 85+ Todos Casos@
TodosHos@édnceres? 1’13 2'7@ 5’9@ 13'6[ 2092 25’80 22’60 7'4R 1002 1.671.5798
Oseosl 28’70 16’5 11'5R@ 13'0@ 10'1@ 8'6[ 7’83 3'8@ 100 3.3680

SPBE  10°4@ 10'83 11’50 15’18 15’13 15’48 15’80 5’98 100m 11.2290

Tabla 1. Distribucion por edad en casos incidentes, 2000-2004. Fuente: National Cancer Institute, SEER
Cancer Statistics Review, 1975-2004, Table I-10.

1.2.1.3. Sexo

No existen diferencias notables en cuanto a distribucién por sexo, si bien
los datos epidemiolégicos y de supervivencia publicados anualmente por la
American Cancer Society ponen de manifiesto que existe una proporcion
ligeramente superior de SPB en hombres que en mujeres. En cambio, la
distribucion total por sexo en el estudio europeo parece ser ligeramente
superior en mujeres (5,0) que en hombres (4,4), aunque esto se explica debido
a que la incidencia de sarcomas uterinos (1,0) y de mama (0,4) es claramente
superior a la incidencia de sarcomas paratesticulares en varones (0,1); en el
resto de subtipos la incidencia de SPB si que es, de manera consistente,
ligeramente superior en hombres que en mujeres. Estos resultados
epidemioldgicos coinciden con los obtenidos en una serie francesa que
ademas contaba con la revision central del diagnostico, y en la que la

incidencia total era de un 52% en varones y un 48% en mujeres (3-5, 7).

1.2.1.4. Distribucién anatdémica

Los sarcomas proceden de células mesenquimales y pueden crecer
practicamente en cualquier localizacion anatomica. Las extremidades
constituyen la localizacion primaria mas frecuente de los sarcomas, siendo
especificamente las extremidades inferiores el lugar mas comun al diagnostico
(8). El resto de localizaciones es variable dependiendo de las series, si bien es

cierto que los sarcomas retroperitoneales, viscerales y uterinos constituirian el
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segundo subgrupo en incidencia tras los sarcomas de las extremidades. Otras
localizaciones como cabeza y cuello, mama, dermis y sistema nervioso central
son claramente infrecuentes (Tabla 2).

Si que es importante resaltar que, por razones anatdémicas, la
localizacion de los sarcomas es un factor determinante del tamafo de los SPB
al diagnostico: los tumores de las partes distales de las extremidades y de la
cabeza y el cuello suelen ser pequefios porque son clinicamente aparentes de
manera mas temprana, en comparacién con tumores de las regiones
proximales de las extremidades o del retroperitoneo, que llegan a tener un gran

tamano.

Localizaciéna Incidencia@%)*®

Extremidad@nferior 407
ExtremidadBuperiorf 20
Retroperitoneo®®isceral 200
Troncoll 106
Cabeza@zuellol 100

Tabla 2. Distribucion anatémica de los SPB. Fuente: Clark MA, et al.(9)

*Los porcentajes son aproximados.

1.2.2. ETIOLOGIA

Los SPB se consideran tumores esporadicos que aparecen de novo, sin
haberse demostrado de manera fehaciente la existencia de un proceso de
malignizacion de una lesion benigna pre-existente. En la mayoria de los casos
tampoco existe ningun elemento etioldgico identificable. Unicamente en una
pequefa proporcidon de pacientes pueden encontrarse uno o varios de los
siguientes factores predisponentes: mutaciones genéticas, radioterapia,
carcindégenos quimicos, irritacion crénica, linfedema, y virus en pacientes

inmunocomprometidos.

1.2.2.1. Predisposicion genética



El sindrome de Li-Fraumeni es una enfermedad hereditaria autosémica

dominante ocasionada por una mutacién germinal en el gen supresor tumoral
p53 (10). Se caracteriza principalmente por un incremento y una aparicién mas
precoz de SPB y sarcomas Oseos. Cancer de mama, tumores cerebrales,
leucemias y tumores adrenocorticales también se asocian con una mayor

frecuencia, especialmente antes de los 45 afios (11).

Retinoblastoma. La pérdida de ambas copias del gen supresor tumoral

RB1 ocasiona una pérdida del control del ciclo celular y contribuye a
incrementar la incidencia de osteosarcomas y SPB en largos supervivientes de
retinoblastomas, especialmente en individuos con historia de enfermedad
unilateral e historia familiar positiva, o con enfermedad bilateral (12, 13). Esta
incidencia se ve incrementada en casos en los que haya habido exposicion
previa a agentes que producen roturas del ADN, como la radioterapia y
determinados tipos de quimioterapia. Las histologias predominantes son
leiomiosarcoma, fibrosarcoma, sarcoma  pleomoérfico indiferenciado,

rabdomiosarcoma y liposarcoma (14).

La neurofibromatosis tipo | o Enfermedad de von Recklinghausen es un

sindrome familiar que consiste en la pérdida de funcion de ambas copias del
gen supresor tumoral NF1 (una por via germinal y otra por via somatica) con la
consiguiente desregulacion oncogénica de la via de RAS (15). Estos pacientes
tienen multiples neurofibromas que pueden malignizarse en TMVNP,
observandose, por lo tanto, con una mayor frecuencia que en la poblacion
general. Presentan también una mayor incidencia de varios tipos de
neoplasias, tanto de origen neural como no neural; entre los sarcomas, son
mas incidentes los rabdomiosarcomas y los tumores del estroma

gastrointestinal (GIST, en su acrénimo en inglés) (16).

1.2.2.2. Radioterapia

La radiacion ionizante es una causa reconocida de cancer en general y
de SPB y osteosarcomas en particular. Su riesgo se incrementa especialmente
en pacientes que han recibido radioterapia de forma terapéutica para un cancer
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previo. El subtipo de SPB mas frecuentemente asociado a la radioterapia es el
SPI, excepto en mujeres con irradiacion previa por un cancer de mama, en
cuyo caso la histologia mas frecuente es el angiosarcoma. Su incidencia se
incrementa con la dosis y con el periodo de observacion tras la radioterapia. El
curso es mas agresivo; no obstante, la incidencia es baja (0,5% de todos los

SPB son producidos por radioterapia) (17).

1.2.2.3. Carcindgenos quimicos

La relacibn mas clara existente entre la exposicion a determinados
compuestos quimicos industriales y SPB es la descrita entre angiosarcoma
hepatico tras la exposicion a cloruro de vinilo y el arsénico (18, 19). Es posible
que los herbicidas fenoxi y las dioxinas puedan ser elementos causales de

SPB, pero esta relacion es menos clara (20).

1.2.2.4. Irritacion cronicay linfedema

La presencia de un linfedema crénico y masivo (elefantiasis) como
agente etiolégico de SPB ha sido descrito clasicamente como el sindrome de
Stewart-Treves. Ocurre tipicamente en linfedemas tras mastectomia, y la

histologia predominante es la de angiosarcoma (21).

1.2.2.5. Virus

Existe una relacién causal entre infeccién por el virus de Epstein-Barr
(VEB) y leiomiosarcoma en pacientes severamente inmunocomprometidos,
como en determinadas fases de SIDA, asi como en pacientes con trasplante
renal, cardiaco o hepatico. La mayor parte de los leiomiosarcomas asociados a
infeccion por el VEB tienen lugar durante la adolescencia-juventud y se
desarrollan en organos que tradicionalmente no se consideran localizaciones

tipicas de los leiomiosarcomas (22).



1.2.3. PRESENTACION CLINICA. DIAGNOSTICO

1.2.3.1. Clinicay Evolucion Natural

Los sintomas y signos clinicos que acompanan al diagnostico de los
SPB son inespecificos, varian dependiendo de la localizacion anatémica en la
que se encuentren, y generalmente son consecuencia de la afectacion de
estructuras adyacentes durante su crecimiento, que en los SPB es de tipo
expansivo, y rara vez infiltrante o destructivo. Por ello es frecuente que los
sarcomas se encuentren rodeados de una pseudocapsula, consistente en
tejido normal comprimido, si bien los margenes del tumor se encuentran
escasamente definidos.

En el caso de SPB del tronco y de las extremidades, la forma mas
habitual de presentacion es el hallazgo incidental de una masa indolora de
crecimiento paulatino. En este caso, el diagndstico diferencial con patologia
benigna es complicado, aunque existen signos de alarma que ayudan al
diagndstico diferencial, como el incremento de tamano, la presencia de dolor,
un tamafo por encima de 5 centimetros y la profundidad (23). Estos tumores
pueden llegar a ser muy grandes antes de que generen ningun sintoma en
regiones anatémicas como el retroperitoneo, donde hay espacio suficiente para
un crecimiento expansivo antes de producir sintomas derivados de la
compresion de estructuras, como dolor, parestesias o edema en las
extremidades inferiores. En cambio, los sintomas seran mas precoces en
localizaciones anatomicas mas comprometidas, como en el cerebro o el
mediastino. Por ultimo, estaria el grupo de sintomas especificos de cada
localizacion anatdmica, como los que puede provocar un sarcoma uterino, o un
leiomiosarcoma de vena cava inferior. En rara ocasion los pacientes presentan

sintomas constitucionales como fiebre o pérdida de peso.

1.2.3.2. Patréon de diseminacioén

A diferencia de otras neoplasias, los SPB rara vez metastatizan por via
linfatica, siendo la via hematégena la que predominantemente ocasiona la

diseminacion a distancia, sobre todo en los pulmones. En torno a un 10% de
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los SPB se presenta inicialmente al diagndstico con metastasis, y en este caso,
en 4 de cada 5 pacientes estaran localizadas en los pulmones, existiendo
mayor riesgo de afectacion metastasica si el tumor primario es grande,
profundo, de alto grado, y con determinadas histologias (TMVNP) (24).

Por otro lado, en torno a un 25% de los pacientes con SPB recaeran a
distancia tras un correcto manejo del tumor primario (24, 25), principalmente en
los pulmones. Esta incidencia puede llegar a ser de hasta el 50% en tumores
con un tamafo superior a los 5 cm, profundos, y de grado intermedio-alto (26,
27). Dentro de los subgrupos tumorales incluidos en el estudio de la presente
tesis doctoral hay un notable excepcién: los liposarcomas retroperitoneales
(especialmente los bien diferenciados), que recurren loco-regionalmente y rara

vez metastatizan a distancia.

1.2.3.3. Evaluacién Diagnostica

La evaluacién inicial de cualquier SPB incluye una anamnesis en la que
se determina cuando ha sido detectada la masa, el ritmo de crecimiento, y los
sintomas que ocasiona. En la exploraciéon fisica se valorara el tamafo y la
profundidad de la masa, la fijacién a estructuras adyacentes, y se descartaran

signos que requieran acciones urgentes por compresion vascular o nerviosa.

Un problema comun en el diagndstico de los SPB es el retraso
diagndstico debido a la naturaleza indolora de la masa y a su confusiéon con
patologia benigna, 100 veces mas frecuente. Los criterios establecidos en el
Reino Unido para referir de manera urgente a un paciente con sospecha de
sarcoma han sido ya mencionados anteriormente e incluyen: incremento de
tamano, la presencia de dolor, tamafio por encima de 5 centimetros y la
profundidad (23). De éstos, el factor con mayor poder predictivo de malignidad

es la profundidad de la masa (28).

1.2.3.4. Estudios de imagen

Es aconsejable realizar radiografias de la region afectada, dado que
permiten acotar el diagnostico diferencial al evaluar la existencia de
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calcificaciones (osteosarcoma extraesquelético y sarcoma sinovial) y descartar

el origen 6seo de una masa de partes blandas.

La tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética nuclear
(RMN) son las pruebas diagnosticas mas comunmente empleadas. La RMN
parece ser superior a la CT para valorar la extension de la neoplasia y su
relacion con estructuras adyacentes en extremidades, tronco y cabeza y cuello
(29-32), mientras que la TC es la técnica de eleccion para los sarcomas

retroperitoneales.

En la estadificacion de la enfermedad metastasica se recomienda
radiografia simple de térax y TC abdominal en determinadas histologias
(sarcomas retroperitoneales, liposarcomas mixoide, sarcoma epitelioide,
angiosarcoma y leiomiosarcoma). En caso de que la enfermedad pulmonar sea
resecable (menos de 5 nddulos) o ante signos de sospecha radiograficos, se
recomienda confirmacion mediante TC (33, 34). Pruebas dirigidas a la

evaluacion 6sea o cerebral pueden ser utiles en determinadas situaciones.

No se recomienda realizar de manera rutinaria PET o el PET/TC de
fluorodeoxiglucosa (FDG) en la evaluacién inicial de los SPB (35-37). Aunque
diversos estudios sugieren que el PET puede emplearse en el diagnostico
diferencial entre patologia benigna y sarcomas de alto grado (38), o para
predecir el riesgo de recaida sistémica tras la quimioterapia neoadyuvante (39),
rara vez se indica bajo estas circunstancias. Por otro lado, el beneficio
potencial que puede tener el PET para detectar metastasis ocultas
extrapulmonares no modifica la actitud terapéutica (40), por lo que tampoco se

recomienda su uso en esta situacion.

1.2.3.5. Biopsia

Se recomienda realizar biopsia siempre que sea posible, ya que el
examen histoldgico inicial de los SPB es esencial para el diagndstico y el plan
terapéutico. El objetivo de la biopsia consiste en obtener el subtipo histologico y
el grado. La realizacion de la biopsia diagnéstica debe ser planificada con
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precaucion: por un lado, se intentara realizar antes de la RMN, para evitar que

el edema post-biopsia artefactue la interpretaciéon de las imagenes; por otro

lado, se tiene que realizar de tal modo que proporcione tejido necesario para el

diagndstico y al mismo tiempo que no dificulte la cirugia definitiva.

Existen tres modalidades de biopsia:

1.

Biopsia cerrada (tru-cut). Es considerada el método de eleccidén en la

actualidad debido a la baja incidencia de complicaciones y a la alta
rentabilidad diagndstica (41). Tanto el TC como la ecografia, pero muy
especialmente la RMN dinamica con contraste pueden ayudar a guiar la
biopsia cerrada para incrementar el rendimiento diagndstico en lesiones
profundas o cuando existen areas quisticas y necréticas, permitiendo

seleccionar el area biopsiada (42, 43).

Biopsia abierta (incisional). Ha sido historicamente la técnica de
eleccion, pero hoy en dia se considera que la biopsia cerrada contiene
suficiente material para el diagnéstico. Estara indicada la biopsia
incisional en aquellos casos en los que la biopsia cerrada no sea
diagndstica y también cuando se requiera material adicional para
citometria de flujo o estudios citogenéticos, se puede considerar la
biopsia incisional.

Puncion aspirativa con aquija fina (PAAF). Esta indicada para confirmar

la presencia de recidiva o enfermedad metastasica de un SPB ya
conocido, por lo que, salvo en centros con gran experiencia, no se

recomienda como diagndstico inicial.

Con el uso de las biopsias cerradas se puede determinar el subtipo y el

grado tumoral en un 80% de las ocasiones, y en el caso de ser evaluadas por

patdlogos con experiencia en SPB, la precision diagndstica alcanza 95-99%
(44, 45).
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1.2.4. ANATOMIA PATOLOGICA

El diagnéstico anatomopatolégico de los SPB se basa principalmente en
la morfologia y en la inmunohistoquimica, y debe realizarse de acuerdo a la
clasificacion de sarcomas publicada por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) en 2013 (1). Es posible que no pueda establecerse el diagndstico
definitivo a pesar del estudio morfolégico e inmunohistoquimico. En este caso
podria estar indicado su estudio molecular (deteccion de translocaciones,
fusiones génicas o mutaciones en genes claves) en las siguientes situaciones:
variante morfolodgica poco habitual de un subtipo de sarcoma; sarcoma con
aspecto morfolégico habitual, pero en una edad y/o localizacién anémalas. El
informe anatomopatoldégico de una biopsia tru-cut debe contener: el tipo
histolégico, el grado histologico y el resultado de las pruebas complementarias

que se han llevado a cabo (inmunohistoquimica y/o biologia molecular).

1.2.4.1. Grado

Como he mencionado anteriormente, la OMS distingue mas de 50
subtipos de sarcomas. Esta complejidad dificulta la prediccion del curso clinico
y la evolucién natural que va a tener cada neoplasia de manera individual, con

lo que el manejo terapéutico de los pacientes puede ser suboptimo.

Existen multiples sistemas para determinar el grado (46-50). Aunque
histéricamente los dos sistemas mas utilizados en los SPB han sido el del NCI
(United States National Cancer Institute) y el de la FNCLCC (French Fédération
Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer), las ultimas recomendaciones
de la OMS establecen el de la FNCLCC como el estandar (1). El primero utiliza
una combinacion del tipo histoldgico, celularidad, pleomorfismo y tasa mitotica
para los grados 1 y 3. El resto de tipos de sarcoma se clasifican como grados 2
y 3 dependiendo de la cantidad de necrosis tumoral, siendo 15% el limite entre
ambos grados (51). El sistema de la FNCLCC establece una puntacion tras
evaluar los siguientes tres parametros: diferenciacion tumoral, niumero de
mitosis y cantidad de necrosis tumoral (52, 53) (Tabla 3). Cada parametro
obtiene una puntuacién independiente y el grado final se calcula sumando las
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tres puntuaciones. Guillou et al. realiz6 un estudio comparativo de ambos
sistemas (NCIl y FNCLCC) en un subgrupo de 410 pacientes, y observo que el
sistema del NCI incluia mas pacientes como grado intermedio (grado 2),
mientras que el FNCLCC presentaba una mejor correlacion con supervivencia
global y supervivencia libre de enfermedad, por lo que es el sistema mas

empleado en la actualidad (1, 54).

En el estudio de Coindre et al. se demostré que, de todos los factores
prondsticos evaluados, el grado determinado mediante el sistema FNCLCC fue
el factor mas importante para predecir aparicion de metastasis en sarcomas
pleomdérficos indiferenciados, sarcomas no-clasificados y sarcomas sinoviales,
y el segundo y el tercero en leiomiosarcomas y liposarcomas respectivamente.
No obstante, cabe matizar que el grado 1) es factor prondstico dependiente de
cada subtipo histolégico, en tanto que se considera que el tipo especifico de
cada sarcoma influye mas, de manera global, en el pronéstico que el grado en
si, y 2) no es aplicable a todos los subtipos de SPB, y que los parametros
evaluados tienen un significado distinto en cada uno de los subtipos. Asi, no se
recomienda su uso en angiosarcoma, condrosarcoma extraesquelético mixoide,
sarcoma alveolar de partes blandas, sarcoma de células claras y sarcoma
epitelioide (54, 55).

Diferenciacién Tumoral

1 punto Gran parecido al tejido mesenquimal normal
2 puntos Subtipo histologico identificable
3 puntos Sarcomas indiferenciados, embrionarios, subtipo

dudoso, sarcomas sinoviales, osteosarcomas, PNET

Mitosis

1 punto 0-9 mitosis / 10 CGH

2 puntos 10-19 mitosis / 10 CGH
3 puntos 2 20 mitosis / 10 CGH
Necrosis tumoral

0 puntos No necrosis

1 punto <50% necrosis

2 puntos = 50% necrosis
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Grado Histolégico Puntuacién total

Grado 1 2,3
Grado 2 4,5
Grado 3 6,7,8

Tabla 3. Grado histoldgico por el sistema FNCLCC

1.2.4.2. Subtipos histolégicos

La OMS clasifica a los SPB de acuerdo con el presunto tejido de origen,
existiendo ademas distintas variantes dentro de cada subtipo. En algunos
casos la histogénesis es incierta y la nomenclatura refleja la apariencia
morfologica de las células o el patron arquitectdnico (ej. sarcoma alveolar). En
total, se han descrito mas de 50 subtipos distintos de sarcoma (6seos y de
partes blandas). En cuanto a los SPB, segun el origen quedarian englobados
en los siguientes subgrupos:

- Tumores adipociticos.

- Tumores fibroblasticos / miofibroblasticos.
- Tumores fibrohistiocitarios.

- Tumores del musculo liso.

- Tumores del musculo estriado.

- Tumores periciticos (perivasculares)

- Tumores vasculares

- Tumores de la vaina nerviosa.

- Tumores con diferenciacion incierta.

- Sarcomas indiferenciados/sin clasificar

Después de los GIST, los subtipos de SPB mas frecuentes son SPI,
leiomiosarcomas, liposarcomas, sarcomas sinoviales y TMVNP (52, 56). Es
dificil determinar cual es el subtipo mas frecuente, ya que la incidencia varia
con las series y no en todas se realiza una revisidn diagnostica, por lo que no

se puede afirmar mas alla de que los sarcomas pleomorficos indiferenciados,
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los leiomiosarcomas y los liposarcomas son los SPB que mas frecuentemente

se observan en la clinica (5, 7, 52).

Los sarcomas pleomorficos indiferenciados (antiguamente histiocitoma

fibroso maligno) han sido tradicionalmente considerados como el subtipo de
SPB mas frecuente. Sin embargo, muchos sarcomas diagnosticados
originalmente como SPI pueden ser reclasificados en otros subtipos tras un
correcto andlisis inmunohistoquimico (57). Hoy en dia se reserva este término
para aquellos sarcomas que carecen de una linea especifica de diferenciacion,
habiéndose convertido en un diagndstico de exclusion (1). Es posible que los
SPI consistan en un grupo heterogéneo de neoplasias sin nada en comun mas
que estar todas ellas muy poco diferenciadas (58), si bien un estudio reciente
sugiere que los SPI pudieran proceden de células madre mesenquimales tras

la pérdida de la sefnalizacion de Wnt (59).

Los leiomiosarcomas constituyen un subtipo de SPB que proceden del

musculo liso, con lo que pueden encontrarse practicamente en cualquier
localizacion. Histolégicamente presentan un patrén caracteristico formado por
fasciculos de células fusiformes con citoplasma eosinofilico y alargado y nucleo
hipercromatico. Dada la estirpe muscular lisa de la que proceden, la mayoria de
los leiomiosarcomas reaccionan con tinciones inmunohistoquimicas con actina,
desmina y h-caldesmén, aunque estos marcadores no son completamente
especificos. Al igual que el resto de los SPB, la incidencia global de los
leiomiosarcomas aumenta con la edad, excepto en el subgrupo especifico de
leiomiosarcomas uterinos, en el que la edad predominante esta en torno a la
perimenopausia (60). La incidencia en cuanto al sexo varia segun la
localizacion, siendo los leiomiosarcomas retroperitoneales y de vena cava
inferior mayoritarios en mujeres (61), mientras que en el resto de localizaciones
hay una predominancia leve a favor de los varones (62).

Al igual que en el resto de los SPB, no existe evidencia sdlida que
demuestre que los leiomiomas (el tumor mesenquimal benigno derivado del

musculo liso) puedan llevar a cabo un proceso de malignizacion (63).
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El diagndstico de liposarcoma incluye un subgrupo heterogéneo de
neoplasias mesenquimales malignas de estirpe lipogénica, cada una de las
cuales presenta una biologia, una apariencia histolégica y un comportamiento
clinico diferente y distintivo. Asi, los liposarcoma se pueden dividir en 4
subtipos (1, 64):

1. LPS bien diferenciado (LPS-BD)/tumor lipomatoso atipico (40-45% de

todos los LPS).

2. LPS desdiferenciado (LPS-D) (5%).

3. LPS mixoide (LPS-M) (30-35%).

4. LPS pleomorfico (LPS-P) (<15%).

El origen lipogénico es evidente en LPS-BD, donde se pueden ver
lipoblastos junto con células estromales atipicas en un contexto de grasa
madura. A medida que los tumores van perdiendo la diferenciacién, los LPS
van tomando una apariencia mas parecida a cualquier otro SPB, pudiendo
perder incluso el componente adipocitico. En cambio, los lipomas estan
formados exclusivamente de adipocitos maduros y tienen una localizacién
subcutanea, mientras que los LPS son profundos. Desde un punto de vista
clinico, la determinacién del grado tumoral en los LPS es clave, ya que
determina el prondstico y el manejo terapéutico. Los LPS-BD se consideran
como bajo grado, ya que no tienen potencial metastasico y tienen un prondstico
muy favorable: unicamente 11% moriran como consecuencia de su enfermedad
(65). Los LPS-M se consideran actualmente de grado intermedio (66). En
cambio, los LPS-D y los LPS-P se clasifican como tumores de alto grado, con
una tasa de mortalidad debido a la enfermedad de 28% y 35-50%

respectivamente (67-69).

Los TMVNP derivan probablemente del ectodermo y tienen su origen
anatémico en los nervios periféricos. Aparecen frecuentemente en el tronco,
cabeza y cuello y extremidades, y en ocasiones resulta complicado realizar el
diagnostico diferencial debido a que presentan diversos patrones
histomorfolégicos. La presencia de una tincién positiva para S-100, aunque
informativa, no es diagndstica ya que no se expresa en todos los TMVNP.
Aproximadamente el 50% de estos tumores se dan en el contexto de
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neurofibromatosis tipo |, en cuyo caso resulta de la degeneracion de
neurofibromas plexiformes. La neurofibromatosis tipo | incrementa de manera
sustancial el riesgo de desarrollar TMVNP: asi, los pacientes con este
sindrome tienen un riesgo del 8-13% (70), con una incidencia anual estimada

del 0'16%, mientras que en la poblacion general es del 0,001% (71).

Aunque el nombre de sarcoma sinovial induzca a pensar que estos

tumores proceden de las células sinoviales, el origen es desconocido. Se
observa mas frecuentemente en adultos jovenes, varones, y en las
extremidades inferiores: el 90% de los casos ocurre por debajo de los 50 afios,
especialmente entre los 15 y los 35 afos (72).

Los sarcomas sinoviales son tumores mesenquimales con cierto grado
de diferenciacion epitelial, y que presentan una translocacién especifica,
t(X;18) (p11;911). Histolégicamente, los sarcomas sinoviales pueden ser
bifasicos o monofasicos. El sarcoma sinovial bifasico tiene componentes
epiteliales y fusocelulares en proporciones variables, mientras que el
monofasico presenta Unicamente una apariencia fusocelular. Aproximadamente
el 90% de los sarcomas sinoviales expresan citoqueratinas en el componente
epitelial. CD99, S100 y BCL-2 también se expresan en los sarcomas sinoviales

y ayuda al diagndstico diferencial.

1.2.5. ESTADIAJE

El método mas extendido para el estadiaje de los SPB es la 72 edicion
del sistema TNM desarrollado por la International Union Against Cancer (UICC)
y por el American Joint Committee on Cancer (AJCC). Este sistema utiliza el
tamafio tumoral (T), la profundidad (superficial o profundo), la afectacion
ganglionar (N), la presencia o ausencia de metastasis (M) y el grado histolégico
(G) para determinar el estadio de los SPB (73) (Tabla 4). Las caracteristicas

especificas son las siguientes:
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Tumor Primario (T)

TX Tumor primario no evaluable

TO Sin evidencia de tumor primario

T1 Tumor 5 cm o menos en su dimension mayor*
T1la Tumor superficial
T1b Tumor superficial

T2 Tumor con mas de 5 cm en su dimensién mayor *
T2a Tumor superficial

T2b Tumor superficial

Ganglios linfaticos regionales (N)
NX Ganglios linfaticos no evaluables
NO Sin invasion ganglionar

N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia (M)
MO Sin metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

Grado histoldgico (G)

GX Grado no puede ser evaluado
G1 Grado 1

G2 Grado 2

G3 Grado 3
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ESTADIAJE TNM DE LOS SPB

Estadio IA Tla NO MO G1, GX
T1b NO MO G1, GX
Estadio 1B T2a NO MO G1, GX
T2b NO MO G1, GX
Estadio 1A Tla NO MO G2, G3
Tib NO MO G2, G3
Estadio 11B T2a NO MO G2
T2b NO MO G2
Estadio 111 T23, T2b  NO MO G3
Cualg. T N1 MO Cualg. G

Estadio IV Cualg. T Cualg. N M1 Cualg. G

Tabla 4. Estadiaje TNM de los SPB, 7 edicion AJCC (2010)

Uno de los principales problemas que plantea el sistema TNM de la
AJCC es que no incorpora informacién respecto a determinadas histologias ni a
localizaciones anatdmicas concretas con valor prondéstico conocido, por lo que
el uso de este sistema de estadiaje fuera de las extremidades no se encuentra
tan extendido (ej.: tumores retroperitoneales). Cabe afadir también que existen

otros sistemas TNM 6rgano-especificos (ej.: sarcomas uterinos).

1.2.6. TRATAMIENTO

1.2.6.1. Enfermedad Localizada

Cirugia

La cirugia es, a dia de hoy, el unico tratamiento que se considera
curativo en el manejo de los SPB localizados. El principio basico de toda
cirugia es la reseccion en bloque del tumor junto con un rodete de tejido sano,
para asi evitar la posible contaminacion procedente de los tejidos residuales de

la superficie tumoral, y también para eliminar lesiones microsatélites que
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pueden estar presentes en el tejido sano que rodea la pseudocapsula. Se han
descrito dos factores que condicionan la extension de la cirugia y los
margenes: el subtipo histolégico y la presencia de barreras biologicas intactas,
como una fascia muscular, una adventicia vascular, periostio o perineuro (74).
Por lo tanto, el equipo quirurgico ha de hacer siempre todo lo posible para
evitar una cirugia con margenes positivos, ya que se asocia con una peor

supervivencia global (ver abajo Seccion: Prondstico) (75).

El planteamiento y el procedimiento quirargico varian segun la
localizacién tumoral:
SPB en extremidades y tronco. El objetivo es lograr un reseccidon quirurgica
conservadora de miembro y de funcion a la vez que se intentara conseguir
unos margenes amplios. Unicamente se planteara la posibilidad de amputacion
cuando no sea posible conseguir margenes amplios y/o de reconstruccion
funcional del miembro. El procedimiento se tiene que planear previamente en
base a estudios radioldgicos y tener en consideracién no sélo el tumor entero
(evitando la ruptura de la pseudocapsula), sino también un margen de 1-2 cm
de tejido sano (74, 76). Si existe infiltracion 6sea o vascular, sera necesario
llevar a cabo resecciones que incluyan el periostio o los vasos, y una
reconstruccion posterior. Finalmente, es necesario tener en cuenta el subtipo
histolégico especifico, ya que por ejemplo los mixofibrosarcomas requieren

unos margenes de reseccion mas amplios.

SPB retroperitoneales. Para realizar apropiadamente resecciones de SBP
retroperitoneales es necesario conocer los limites del tumor ya que el
procedimiento quirurgico requiere una reseccion multiorganica agresiva en la
que se extrae en bloque el tejido adiposo y los érganos que rodean a la masa
tumoral con el objetivo de lograr unos margenes limpios y evitar la
contaminacion por células neoplasicas (77). En estas cirugias no es infrecuente
resecar estructuras como el rifidn ipsilateral, parte del colon y mesocolon, parte
del psoas, cola del pancreas y bazo. En otras ocasiones la cirugia puede
conllevar una mayor comorbilidad ya que es necesario ampliar la reseccion a
otras estructuras como la aorta, vena cava inferior, vasos iliacos, nervio

femoral, diafragma, duodeno, cabeza de pancreas e higado (78). Este
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procedimiento quirurgico agresivo es beneficioso en pacientes con SPB
retroperitoneales, especialmente cuando el riesgo de diseminacion sistémica
no es elevado (79-82).

1.2.6.2. Radioterapia adyuvante/neoadyuvante

SPB en extremidades v tronco.

El objetivo final de la radioterapia consiste en tratar los margenes
quirurgicos para minimizar el riesgo de recurrencia, no necesariamente para
inducir una reduccién en el tamafio del tumor per se. En un estudio clasico del
NCI, Yang JC y col. demostraron que la radioterapia adyuvante disminuye la
tasa de recurrencia de manera significativa en SPB, especialmente si son
tumores de alto grado, si bien este beneficio no tiene impacto en la
supervivencia global (83). En la mayoria de las series que se han publicado
posteriormente se han corroborado estos datos: la radioterapia adyuvante
disminuye la recurrencia local de un 20-30% a un 0-10%, aunque no modifica
la supervivencia global. No hay diferencias en términos de recurrencia local ni
supervivencia entre la administracion de radioterapia adyuvante o
neoadyuvante, aunque la radioterapia adyuvante dobla la tasa de
complicaciones tempranas de la herida quirdrgica (35% vs. 17%) (84), si bien
presenta menor numero de complicaciones tardias y fibrosis tisular (85). De
acuerdo con las guias clinicas, la radioterapia esta indicada en todos los casos
de SPB de alto grado, localizacion profunda y tamafo superior a 5 cm. Hay
determinadas circunstancias particulares en las que también se recomienda el
tratamiento radioterapico aunque se incumplan las recomendaciones

previamente mencionadas (35-37).

SPB retroperitoneales.

El papel de la radioterapia neo/adyuvante en SPB retroperitoneales es
controvertido, puesto que no hay resultados de ningun ensayo clinico fase Il
aleatorizado, unicamente series retrospectivas o de un unico brazo de
tratamiento (86, 87). Ademas, a la hora de calcular beneficios/riesgos de un
procedimiento que no esta aun validado, hay que considerar que el campo de
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radiacion abdominal incluye 6rganos vitales y radiosensibles, como el higado y

el intestino delgado, junto con los amplios limites del campo de radiacion.

1.2.6.3. Quimioterapia adyuvante/neoadyuvante

La quimioterapia sistémica es un tratamiento de rutina en muchos
sarcomas de la infancia y adolescencia (especialmente sarcomas 6seos), pero
su uso sigue siendo aun controvertido en los SPB de adultos.

Debido a que aproximadamente de un 25 a un 50% de los pacientes con
SPB desarrollan enfermedad metastatica, se ha investigado activamente el uso
de quimioterapia adyuvante para evitar la recaida a distancia e incrementar la
supervivencia global. La evidencia disponible hasta la fecha a través de casi
dos decenas de ensayos clinicos y dos metaanalisis es la siguiente:

- El régimen 6ptimo de quimioterapia adyuvante debe ser la combinacion de
antraciclinas con, preferentemente, ifosfamida.

- La quimioterapia adyuvante mejora, o al menos retrasa, la tasa de recaidas
local y a distancia.

- En cuanto a la supervivencia global, los datos son muy conflictivos. Si existe
un beneficio, éste es pequefio (5-10% a 10 anos), y es posible que se dé
unicamente en sarcomas localizados en extremidades y tronco, con
histologias quimiosensibles y alto riesgo de recaida (mayores de 5
centimetros, profundos y de alto grado).

Por lo tanto, la quimioterapia adyuvante no es un tratamiento estandar
en SPB y su empleo se ha de realizar estudiando caso por caso, tomando la
decision conjuntamente con cada paciente (35, 37). También se puede
administrar previo a la cirugia con el objetivo de reducir el tamafio tumoral
dependiendo de las necesidades quirurgicas, especialmente cuando la
reseccion con preservacion de miembro esta en el limite y o cuando el objetivo

es preservar la funcioén (88, 89).

1.2.6.4. Enfermedad diseminada

Cirugia
Recurrencia local
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Los SPB pueden recurrir localmente a pesar de un tratamiento quirurgico
optimo, con o sin tratamiento adyuvante. Ademas, y segun estadisticas del
registro del Grupo Espariol de Investigacion en Sarcomas (GEIS), en Espafia el
50% de los SPB mayores de 5 cm se intervienen sin el diagndstico previo de
sarcomas (36), lo cual incrementa sustancialmente el riesgo de recurrencia
local. En esta situacion se recomienda realizar una cirugia con margenes de
resecciéon amplios (o amputacion si cumpliera los criterios). No se aconseja
radioterapia postoperatoria si el paciente la recibié con anterioridad.
Recurrencia a distancia

La cirugia es una opcién en pacientes con SPB y metastasis a distancia.
La mayor parte de estudios se han llevado en pacientes con metastasis
pulmonares que aparecen en el curso evolutivo de manera metacronica,
habiéndose identificado como criterios prondsticos favorables para la
metastasectomia un intervalo libre de enfermedad superior a 12 meses, bajo
grado histolégico, 3 6 menos nédulos, tamafio inferior a 2 cm y edad inferior a
40 anos (90-93).

Quimioterapia

Para aquellos pacientes que se presenten con enfermedad metastasica
sincrénica o con metastasis extrapulmonares, el tratamiento estandar es la
quimioterapia, a no ser que la carga tumoral sea minima y el paciente se
encuentre asintomatico, en cuyo caso la observacion seria otra opcidn
recomendable (35, 37). El uso de quimioterapia en pacientes con SPB
diseminado puede proporcionar mejoria sintomatica, retrasar/minimizar una
rapida evolucion de la enfermedad y en casos limitados, puede mejorar la
supervivencia global.

El tratamiento quimioterapico estandar esta basado en doxorrubicina en
monoterapia (94). A parte de la doxorrubicina, los otros dos farmacos que han
demostrado una tasa de respuestas superior al 20% en SPB son la epirrubicina
y la ifosfamida. Aun asi, la variabilidad en la tasa de respuestas es grande
entre estudios, y en la mayoria de los casos se producen respuestas parciales,
no completas. Por otro lado, hasta la fecha, ningun estudio ha demostrado que
dobletes que contengan doxorrubicina incrementen la supervivencia global, por

lo que en las guias clinicas se recomienda su uso en aquellas situaciones en
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las que se busque obtener una respuesta clinica (generalmente cuando existe
un compromiso sintomatico en el paciente). Otros quimioterapicos que han
demostrado actividad en SPB son: trabectidina, gemcitabina, dacarbacina,
temozolamida, docetaxel y paclitaxel. Finalmente, cada vez se va poniendo
mas de relieve que ciertos agentes quimioterapicos tienen perfiles de actividad

distintos segun el subtipo histolégico de SPB (95-100).

Tratamientos frente a dianas moleculares

El tratamiento con farmacos dirigidos frente a dianas moleculares, salvo
escasas excepciones, se encuentra aun en fase de investigacidon en la mayoria
de los SPB. Uno de los principales problemas es que los SPB se subdividen en
numerosos subrgupos, cada uno de ellos con particularidades biologicas
determinadas, lo que determina que las dianas terapéuticas no sean de
frecuentemente comunes entre los diversos subtipos. En la actualidad,
pazopanib, un farmaco oral con actividad multiquinasa y antiangiogénica, es la

Unica terapia dirigida aprobada en SPB (101).

1.2.7. PRONOSTICO. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LOS
SARCOMAS DE PARTES BLANDAS

Se ha estimado que la supervivencia a los 5 afios en Europa para el
conjunto de los SPB es del 59%, lo cual es relativamente superior al 50% que

presentan el conjunto de todos los tumores (5, 102).

La identificacion de factores prondsticos en los SPB es esencial de cara
al manejo terapéutico de los pacientes. Se detallan a continuacion los

principales factores prondsticos.

1.2.7.1. Estadio tumoral

El factor prondstico mas importante en los SPB es el estadio patoldgico
al momento del diagndstico. Asi, en una serie reciente del Memorial Sloan-

Kettering Cancer Center que empleaba el sistema TNM de la AJCC, 72 edicién,
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se comprobd que cuanto mas avanzado era el estadio tumoral, mayor era el

riesgo de recaida y menor la supervivencia a cinco afios (Tabla 5) (73).

Supervivencia libre de Supervivencia libre de

Estadio AJCC (72 ed)

recaida (a 5 afnos) enfermedad (a 5 afos)
Estadio | 86% 90%
Estadio Il 72% 81%
Estadio Ill 52% 56%

Tabla 5. Supervivencia libre de recaida y libre de enfermedad a los 5 afios segun el estadio

TNM al diagnéstico.

1.2.7.2. Grado histolégico

El grado histologico refleja un proceso biolégico de pérdida de
diferenciacién respecto al tejido de origen. Por ello, es un factor prondstico
independiente del grado de malignidad del tumor, es decir, de la probabilidad
de metastasis a distancia y de muerte (1). En cambio, el grado histolégico no
se considera un buen predictor de la recaida local, que depende mas del

estado de los margenes tras la cirugia.

Las dos series mas numerosas que han evaluado de manera
retrospectiva el papel del grado histoldgico en el prondstico de los SPB son una
del MD Anderson (n=1225) y otra de la FNCLCC (n=1240). En la primera, la
tasa de supervivencia libre de metastasis a los 5 afios es del 98%, 85% y 64%
para los grados 1, 2 y 3 respectivamente (56). Los resultados de la serie de la
FNCLCC son similares, con unas tasas del 91%, 71% y 44% para los grados 1,

2 y 3 respectivamente (52).

1.2.7.3. Tamafo tumoral

Al igual que el grado histolégico, el tamafo tumoral esta incluido dentro

del sistema de estadiaje TNM de la AJCC para los SPB. Aunque este sistema

25



incluya unicamente 5 cm de diametro mayor como punto de corte para
determinar la T, las probabilidades de metastasis a distancia (103) y de muerte

por SPB (104) aumentan en funcion del incremento en el tamafio tumoral.

1.2.7.4. Localizacién

La localizacion de los SPB juega un papel muy importante en el
prondstico. Por un lado, ciertas localizaciones como el retroperitoneo permiten
que los tumores se expandan mucho mas que en otras antes de ser
detectados. Por otro lado, hay otras localizaciones anatémicas que dificultan
una correcta exéresis quirurgica con margenes amplios, bien por crecer cerca
de estructuras vitales, bien por presentarse en localizaciones que imposibilitan
la determinacion de los margenes quirurgicos. Basados en estos dos principios,
los SPB de las extremidades tienden la diagnosticarse mas precozmente que
en otras localizaciones y es mas facil llevar a cabo una cirugia con margenes
amplios, y por lo tanto su prondstico es mejor que en otras localizaciones
donde esto no es posible o esta dificultado, como el retroperitoneo (105). Esto
también ha quedado representado en el estudio RARECANCER (5), en el que
se observd que SPB superficiales tienen una supervivencia a los 5 anos de
hasta el 90%, mientras que la supervivencia en otros localizados en éareas

comprometidas como el mediastino o el corazén no supera el 15%.

1.2.7.5. Subtipo histolégico

La serie clasica en la que Pisters et al. estudiaron los factores
prondsticos en SPB puso de relieve que el comportamiento diferencial entre los
distintos subtipos de SPB tiene implicaciones en su prondsticas (48). Aunque
los resultados de esta serie Unicamente se pueden hacer extensivos a SPB de
las extremidades, los autores observaron que fibrosarcomas y TMVNP
presentaban un mayor riesgo de recaida local en comparacion con el resto de
subtipos tumorales; en cuanto a la recaida a distancia, los leiomiosarcomas son
los que presentan mayor riesgo, y los liposarcomas los que menos.

Unos anos después, el Memorial Sloan-Kettering Center desarrollé un
nomograma para predecir la mortalidad especifica de los SPB 12 afos tras la
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cirugia utilizando un registro de 2136 pacientes con SPB (106). El subtipo
histolégico resultdé ser un importante factor predictivo: histologias como
fibrosarcomas apenas se asociaba con riesgo de muerte por SPB, mientras
que otros subtipos, como MPNST, sarcoma sinovial, leiomiosarcoma y SPI
presentaban tanto riesgo de muerte como tumores de tamafio superior a 10 cm

o la localizacion retroperitoneal, por ejemplo.
1.2.7.6. Margenes

Como se ha mencionado previamente, el objetivo de toda cirugia de
SPB consiste en una reseccion completa previamente planificada y con
margenes de seguridad. La reseccidn con margenes positivos en SPB de
extremidades y tronco resulta en un incremento en el riesgo de la recaida local,
y en menor medida, de metastasis a distancia y muerte. En la Tabla 6 se
detalla la incidencia de recurrencia local, metastasis a distancia y muerte a los
5 afos en las 4 mayores series publicadas hasta la fecha (56, 75, 107, 108). En
cuanto a los sarcomas retroperitoneales, el objetivo de la cirugia es el mismo,
si bien requiere la reseccion de varias estructuras anatdomicas para poder
conseguir cirugias sin margenes afectos. La imposibilidad de realizar una
cirugia macroscoépicamente completa (RO o R1) tiene un impacto fuertemente

negativo en la recaida local y en la supervivencia (80).

Recaida local Recaida a distancia Muerte

M+ (%) M-(%) M+ (%) M- (%) M+ (%) M- (%)

Trovik 36 18 28 28 NP NP
Stojadinovic 35 18 32 24 30 20
Zagars 36 12 25 28 31 25
Gronchi 26 10 20 21 29 16

Tabla 6. Incidencia de recurrencia local, metastasis a distancia y muerte a los 5 afios segun el estado de
los margenes tras la cirugia en SPB de extremidades y tronco.

1.2.7.7. Edad
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Se han publicado diversas series investigando el efecto de la edad en el
prondstico de los SPB, y todas ellas han demostrado de manera consistente
que los pacientes afosos presentan una mayor tasa de recaida local y de
metastasis a distancia en comparacion con los pacientes con SPB a edad mas

jovenes. Son varios los factores que explican esta asociacion:

1. Existe una tendencia a tratar a los pacientes afiosos de forma subdptima
ya que los equipos médicos buscan evitar complicaciones secundarias
de cirugia, radioterapia y quimioterapia, y también los propios pacientes
tienden a rechazar procedimientos morbidos (109, 110). En este sentido,
la proporcién de margenes positivos incrementa progresivamente con la
edad, de un 13% en pacientes con 30 afos o0 menos a un 27% en
pacientes mayores de 75 anos (110). Ademas, el uso de radioterapia y
quimioterapia por encima de los 60 afos es inferior (110).

2. Los pacientes afosos presentan mas frecuentemente al diagnéstico
tumores de tamafio grande y de alto grado (110-112), ambos factores
prondsticos que predicen la aparicidn de metastasis a distancia.

3. Las histologias varian con la edad, lo cual explica también en parte la
mayor tasa de recaida local y a distancia, dado que en pacientes afiosos
hay un predomionio de sarcomas pleomorficos indeferenciados,
leiomiosarcomas, LPS-DD y LPS-PP, a diferencia de los pacientes
jovenes, en los que predominan los sarcomas sinoviales, DFSP, tumor
fibroso solitario y LPS-M (110).

1.2.7.8. Factores moleculares predictivos de prondstico

Los factores prondsticos establecidos en la actualidad y que cuentan con
un amplio uso en la clinica diaria son exclusivamente clinico-patoldgicos. Sin
embargo, en las ultimas dos décadas ha habido importantes avances en el
conocimiento de la biologia de los sarcomas, lo cual ha ayudado a determinar
subpoblaciones de alto riesgo de recaida o con menor supervivencia dentro de
los distintos tipos de sarcomas. Las moléculas en las que se ha descrito

implicacion pronostica en sarcomas se detallan a continuacién en la tabla 7. No
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obstante, su uso en clinica en la actualidad es minimo, al igual que otras

herramientas pronoésticas mas sofisticadas como el CINSARC (113).

MOLECULA FUNCION DESCRIPCION SUBTIPO REFERENCIAS
KI67 Marcador de 1 expresion asociada con  SPB adultos (114-116)
proliferacion aparicion precoz de SS
metastasis y |SG
TP53 Parada de ciclo 1 expresion o mutacion SPB adultos (114, 117-120)
celular, apoptosis, asociados con |[SLE y |SG Sarcomas uterinos
senescencia, LPS-M
reparacion de ADN
PCNA Replicacion del 1 expresion asociado con  SPI (121, 122)
ADN peor prondstico Sarcoma sinovial
CCNDI1 Activacion del ciclo 1 expresion asociada con |  SPB extremidades (123, 124)
celular SG en subgrupo de alto SPB
grado retroperitoneales
CDKN2A Control de G1 en el Pérdida asociada con |SG TMVNP, LMS, (125-128)
ciclo celular LPS, SS, SPI,
Angiosarcoma
BCL2 Anti-apoptotico 1 expresion predice TSLE LMS uterino (129, 130)
MYC Factor de 1 expresion asociada con SPB (131)
transcripcion peor prondstico
AKT1/AKT2 Supervivencia 1 expresion asociada con  SPB, TMVNP, (132-135)
celular. Anti- |SLEy |SG LMS, SS
apoptotico.
IGF1R Supervivencia Resultados controvertidos SPB (136)
celular. Anti- SS
apoptotico
VEGFA Permeabilidad 1 concentracion  tisular  SPB (137)
vascular, predice invasion local y
angiogénesis metastasis
CDHI1/CTNNBI1 Mantenimiento de | CDHl1 y 1 CTNNB1 SPB (138)
citoesqueleto e predicen |SG
inhibicién de
contacto célula-
célula
CD40 Mediador de Alta expresion asociada con ~ SPB (139)
respuestas inmune ¢ baja SLE y SG
inflamatoria

Tabla 7. Factores moleculares pronésticos descritos en la literatura.
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1.3 BIOLOGIA DE LOS SARCOMAS

La diversidad fenotipica que se observa en el diagndstico anatomo-
patolégico e inmunohistoquimico de los SPB es también evidente a nivel
genético. A pesar de esta heterogeneidad, los sarcomas exhiben rasgos
comunes que los permiten agrupar, desde una perspectiva genética, en dos
categorias (105, 140):

- sarcomas con cariotipo practicamente euploide y defectos
cariotipicos simples con escasos reordenamientos cromosdmicos.

- sarcomas con cariotipo complejo y gran inestabilidad gendémica.

1.3.1. SARCOMAS CITOGENETICAMENTE SIMPLES

La mayor parte de las alteraciones genéticas en los sarcomas
citogenéticamente simples son translocaciones cromosémicas. Estos tumores,
que constituyen una tercera parte de todos los sarcomas, aparecen de novo vy
contienen anomalias genéticas recurrentes que estan presentes desde el inicio
y conservadas durante todo el proceso de evolucién clonal (141). El hecho de
que estas translocaciones sean especificas de cada grupo tumoral puede
deberse a que unicamente sean oncogeénicas en determinados subtipos
celulares y en determinados momentos del desarrollo celular (142). La mayoria
de las fusiones han sido ya clonadas, y los genes de fusion y las proteinas
quiméricas resultantes identificados. Estas proteinas quiméricas resultantes de
las translocaciones juegan un papel esencial en la biologia de estos tumores,
actuando como factores de transcripcion y en menor medida como factores de
crecimiento, regulando la activacion de numerosos genes y vias de
senalizacion (143). La relevancia de estas proteinas quiméricas en la
patogénesis de cada subtipo de sarcoma se sustenta en: 1) su requerimiento
para la proliferacion celular in vitro y 2) en el impacto en el fenotipo y en el
comportamiento clinico cuando se producen variaciones minimas en la

estructura de estas proteinas (144-146).
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En la Tabla 8 se resumen los subtipos de sarcomas con sus
translocaciones cromosémicas mas representativas (105, 140, 147-149). Las
proteinas quiméricas resultantes de estos reordenamientos gendmicos ejercen
funciones biologicas especificas en cada subgrupo de sarcomas. No obstante,
su estudio y caracterizacién exhaustivos no constituye el objeto de la presente
tesis doctoral, dado que hemos incorporado aquellos subgrupos de SPB con
una mayor prevalencia. Unicamente se han incluido de este subgrupo en
nuestro estudio los sarcomas sinoviales y, en cierto modo, los liposarcomas
mixoides, cuyas particularidades biolégicas se encuentran descritas mas

adelante, en esta misma seccion.
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Translocacion Genes Tipo de fusion

Sarcoma de Ewing

t(11;22)(g24;q12) EWSR1-FLI1 Factor de transcripcion

t(21;22)(g22;912) EWSR1-ERG Factor de transcripcion

t(7;22)(q24;912) EWSR1-ETV1 Factor de transcripcion

t(17;22)(g21;912) EWSR1-ETV4 Factor de transcripcion

t(2;22)(q33;q912) EWSR1-FEV Factor de transcripcion
Sarcoma de células claras

t(12;22)(q13;q12) EWSR1-ATF1 Factor de transcripcion

Tumor desmoplastico de células redondas
t(11;22)(p13;q12) EWSR1-WT1 Factor de transcripcion
Condrosarcoma mixoide
t(9;22)(g22-31;911-12) EWSR1-NR4A3 Factor de transcripcion

Liposarcoma mixoide

t(12;16)(g13;pl11) FUS-DDIT3 Factor de transcripcion

t(12;22)(q13;q12) EWSR1-DDIT3 Factor de transcripcion
Sarcoma sinovial

t(X;18)(pl11;q11) SYT-55X Factor de transcripcion
Dermatofibrosarcoma protuberans

t(12;15)(g22;913) COL1A1-PDGFB Factor de crecimiento

Tumor miofibroblastico inflamatorio
2p23 reordenamientos TMPA-ALK Factor de crecimiento

Sarcoma alveolar de partes blandas

t(X;17)(p11.2;q25) ASPL3-TFE3 Factor de transcripcion
Sarcoma del estroma endometrial
t10;17)(g22;p13) YWHAE-FAM22A/B Factor de transcripcion
t(7;17)(p15;921) JAZF1-1JAZ1 Factor de transcripcion
Rabdomiosarcoma alveolar
t(2;13)(g35;q14) PAX3-FOXO1A Factor de transcripcion
t(1;13)(p36;914) PAX7-FOXO1A Factor de transcripcion
Tumor fibroso solitario
12g13 NAB2-STAT6E Factor de transcripcion

Tabla 8. Sarcomas con cariotipo simple y translocaciones mas representativas.
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1.3.2. SARCOMAS CITOGENETICAMENTE COMPLEJOS

Los sarcomas con cariotipos citogenéticamente complejos presentan
caracteristicas clinicas y bioldgicas diferenciales respectos al grupo anterior
(revisado en (105):

- tienden a detectarse en pacientes con una edad mas avanzada

- frecuentes entre los sarcomas asociados a radioterapia

- eventos genéticos recurrentes infrecuentes

- alta prevalencia de afectacion del ciclo celular (vias de p53 y/o
RB1)

- asociacion con los sindromes de Li-Fraumeni y Retinoblastoma

hereditario.

Este grupo de sarcomas presenta aberraciones cromosdémicas
complejas, numéricas y estructurales, que recuerdan a las existentes en la
mayoria de las neoplasias epiteliales. Por lo general, se observan
amplificaciones inespecificas en varios cromosomas, generalmente en
combinacién con deleciones que afectan a genes supresores tumorales bien
conocidos, como CDKNZ2A, CDKN2B, PTEN, RB1, NF1 y P53. Los genes
pueden perder su funcién a través de deleciones homozigotas, o bien con una
combinacion de deleciones heterozigotas y mutaciones que inactivan el alelo
no delecionado (150). Ademas, algunos de estos genes supresores tumorales
también desempefian una funcion critica a la hora de mantener la integridad
cromosomica, y se especula que su pérdida de funcién puede constituir un
evento temprano que conlleva inestabilidad en los SPB con cariotipos
complejos (151, 152). En otros subtipos como los leiomiosarcomas, las

deleciones son mas frecuentes que las amplificaciones genémicas (153).

El origen de los SPB con cariotipo complejo no esta claro, y hay varios
mecanismos que intentan explicarlo, y que conllevan esencialmente

inestabilidad gendmica y defectos en los puntos de control del ciclo celular:

1) En primer lugar, el acortamiento telomérico progresivo da como

resultado la asociacion entre teldmeros heterolégos, creando fusiones
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entre diversos cromosomas y translocaciones no reciprocas (154). El
cariotipo no balanceado resultante puede estabilizarse posteriormente
mediante un alargamiento alternativo de los telémeros (alternative
lengthening of telomerases — ALT). De hecho, el ALT, a diferencia de los
sarcomas con cariotipo simple, se ha detectado frecuentemente en los
SPB con cariotipo complejo (155, 156) y se ha propuesto como
mecanismo involucrado en la malignizacién de las células troncales
mesenquimales (157).

2) En segundo lugar, las alteraciones en el ciclo celular, y especificamente
en la via de p53, son un rasgo biologico diferenciador entre los
sarcomas con cariotipo simple (via integra) y los sarcomas con cariotipo
complejo (via disfuncional). p53 funciona como un sensor del dafio del
ADN y del estrés celular (158). Se han descrito diversos mecanismos de
inactivacion de p53: mutaciones puntuales en p53, delecion homozigota
en CDKN2A (que codifica p14ARF y p16) y amplificacién de MDM2. Asi,
la pérdida de ARF y p53 y la sobreexpresion de MDM2 son hallazgos
frecuentes en cancer en general y en sarcomas en particular, e indican
la pérdida de funcién de p53. Hasta un 60% de los SPB sobreexpresan
formas mutadas de p53 (159). Otra observacion interesante la constituye
el hecho de que la presencia de alteraciones en la via de p53 en
sarcomas con cariotipos simples, si bien infrecuente, se asocia con mal
prondstico (160-165). Por ultimo, cabe recordar la asociacién entre el
sindrome de Li Fraumeni y la aparicién SPB (ver Seccion Etiologia).

3) En tercer y ultimo lugar, es posible que mutaciones en determinados
genes encargados de reparar el ADN puedan dar origen a los sarcomas.
Esta hipotesis procede de observaciones realizadas en modelos murinos
en los que defectos en la recombinacion no homodloga generan
diferentes subtipos de sarcomas histolégicamente similares al subgrupo

con cariotipo complejo (166).

En conjunto, todas estas observaciones parecen indicar que en los SPB
sin alteraciones genéticas especificas y con cariotipo complejo, la inactivacion
de la via de p53 debe ser un evento relativamente temprano en el desarrollo
tumoral necesario para superar la parada del ciclo celular y evadir la apoptosis
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gue desencadenarian el acortamiento de los telémeros o las roturas de ADN

que ocurren en la progresion de los sarcomas.

1.3.3. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS TUMORES OBJETO DE
ESTUDIO EN LA PRESENTE TESIS DOCTORAL

1.3.3.1. Tumores benignos

Lipomas
De un 55 a un 75% de los lipomas presentan aberraciones

cromosémicas, las cuales, en la mayoria de los casos, siguen un patrén
citogenético simple con cariotipos balanceados (167-169). El patron de
aberraciones cromosémicas es bastante heterogéneo, clasificandose los
lipomas en tres grupos:

- Aberraciones que contienen el cromosoma 12q13-15

- Aberraciones que contienen el cromosoma 6p21-23

- Tumores con pérdida de material en 13q

El primer subgrupo es el mas frecuente. Los aberraciones cromosémicas

en 12913-15 a veces dan lugar a la formacion de reordenamientos
cromosémicos como t(3;12)(q27-28;913-15) y t(12;13)(q13-15;912), que dan
lugar a las proteinas de fusion formadas por los genes HMGIC/LPP vy
HMGIC/LHFP respectivamente (170, 171).

Leiomiomas

Los leiomiomas son tumores benignos que derivan del musculo liso.
Aunque generalmente son cromosomicamente estables, aproximadamente el
40-50% presentan reordenamientos cromosomicos que afectan a 12q5, 6p21 y
79 (172). Los estudios mas recientes sugieren que los leiomiomas se originan a
partir de un unico evento “estresante” inicial, que puede ser activacion
oncogénica de MED12, o alteracion metabdlica (deficiencia de FH), o cambios
cromosomicos especificos que afectan al cromosoma 7q. El resultado de esto

es la aparicién de aberraciones cromosdmicas multiples o cromotripsis (173).
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Schwannoma

Los schwannomas son tumores benignos, que proceden de las células
de Schwann, y que generalmente aparecen aislados y de manera esporadica.
Presentan un cariotipo diploide o casi diploide con una pérdida consistente,
parcial o completa, del cromosoma 22, resultando en la pérdida clonal de uno o
mas loci en 22q (174-176). No obstante, hasta un 50% de los schwannomas
presentan cariotipos completamente normales (174). El principal gen que se
cree que esta involucrado es NF2, cuya pérdida conlleva activacién de la via de
Ras (177). De hecho, los pacientes con neurofibromatosis tipo 2 presentan una

mayor incidencia de schwannomas vestibulares (178).

Neurofibroma

Los neurofibromas son tumores benignos de la vaina nerviosa periférica
histologicamente complejos. Al igual que los schwannomas, proceden de las
células de Schwann, aunque también incorporan otros elementos celulares
como fibroblastos, células perineurales y mastocitos. La mayoria de ellos
aparecen en el seno de la Neurofibromatosis tipo | (179, 180), presentan un

cariotipo simple o normal (174), y evolucién clonal (175).

1.3.3.2. Tumores malignos (sarcomas)

Leiomiosarcomas

Se han realizado numerosos estudios citogenéticos que han demostrado
que los leiomiosarcomas tienen alteraciones cariotipicas y moleculares
complejas, no consistentes y no recurrentes, y cuya extension se asocia con un
comportamiento mas agresivo y una peor supervivencia (181, 182). Los
cambios mas consistentes que se han evidenciado a lo largo de diversos
estudios son las pérdidas cromosdémicas en 10q11 y 13914, y las ganancias en
17p (revisado en (183). Las dos primeras son de extremada importancia, ya
que supone una pérdida de material genético de dos importantes tumores
supresores: PTEN y RB1 respectivamente.

Al igual que el resto de SPB citogenéticamente complejos, los

leiomiosarcomas tienen alteraciones frecuentes que alteran el control del ciclo
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celular (184). La mencionada pérdida del gen supresor tumoral RB1 conlleva
una desregulacion del ciclo celular a nivel del punto de control entre las fases
G1 y S. Hasta un 90% de los pacientes presentan alteraciones en diversos
componentes de la via RB1 — ciclina D1 (RB1, CDKN2A, CCND1, CCND3)
(153, 184). En cambio, los leiomiosarcomas presentan una baja tasa de
alteraciones genéticas en p53/MDM2 en comparacion con otros sarcomas
(184, 185).

La delecion de 10q conlleva la pérdida de PTEN, un gen supresor
tumoral frecuentemente alterado en cancer, y cuya funcién consiste en suprimir
la activacion de la via de PI3K/mTOR. La pérdida de PTEN conlleva la
activacion de esta via implicada en proliferacion, supervivencia metabolismo y
evasion de la apoptosis en células cancerigenas.

Por ultimo, desde un punto de vista de expresién génica, se han
identificado tres perfiles correspondientes a tres subtipos moleculares que se
distribuyen de manera similar tanto en leiomiosarcomas uterinos como
leiomiosarcomas no uterinos (186). El grupo | contiene aproximadamente un
25% de todos los leiomiosarcomas, esta enriquecido en genes relacionados
con la contraccion muscular y el citoesqueleto, se corresponde
histolégicamente con un leiomiosarcoma convencional, y presenta un mejor
pronostico comparado con los grupos Il y Il (186, 187), que tienden a

solaparse mas con los sarcomas pleomoérficos indiferenciados (188).

Liposarcomas

Los liposarcomas constituyen un conjunto de neoplasias mesenquimales
que proceden del tejido lipidico, presentan diversos grados de atipia, y pueden
contener células sarcomatosas de origen no lipogénico. Bajo estos rasgos
comunes, el diagndstico de liposarcoma incluye 4 subentidades con diferencias
bioldgicas y clinicas diferentes:

- Liposarcoma bien diferenciado (LPS-BD) / tumor lipomatoso
atipico (TLA) — 40 — 45% de todos los liposarcomas.

- Liposarcoma desdiferenciado (LPS-D) — 5%

- Liposarcoma mixoide (LPS-M) — 30 — 35%

- Liposarcoma pleomorfico (LPS-P) - <15% (1, 70)
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A diferencia de otros tumores mesenquimales, existe una progresion
citogenética desde LPS-BD a LPS-D (189, 190). A pesar de esta progresion,
ultimamente se tiende a considerar a los liposarcomas como sarcomas de

complejidad citogenética intermedia (150).

LPS-BD/TLA

Los LPS-BD se caracterizan por tener anillos cromosdmicos
supernumerarios que contienen amplificada la region 12q14-15; aunque
también pueden existir otras regiones cromosdmicas co-amplificadas; por lo
general la presencia de otras anomalias genéticas estructurales y/o numéricas
es escasa (191-193). La amplificacién de 12914-15 conlleva el incremento de
copias de MDM2, que generalmente se acompafa de la co-amplificacién de
genes cercanos, como CDK4, SAS y HMGIC. En los LPS-D, a diferencia de los
LPS-BD, se han descrito mutaciones en p53 en aquellos casos con ausencia
de amplificacion de MDM2 (194, 195). En conjunto, estas alteraciones
conllevan una alteracion del ciclo celular y de los puntos de control del mismo,
y la inhibicion farmacolégica de MDM2 y CDK4 a nivel experimental ha
demostrado la implicacién de estos dos reguladores del ciclo celular en
elementos esenciales para la proliferacion y la supervivencia de los LPS-BD
(150, 196).

LPS-M

El hallazgo citogenético caracteristico presente en cerca del 95% de los
LPS-M es la translocacion reciproca t(12;16)(q13;p11), que afecta a los genes
CHOP y TLS (también conocido como FUS) (197). Kuroda y col. demostraron
que la introduccién del gen de fusion FUS-CHOP en preadipocitos ocasiona su
transformacion oncogénica e inhibe la formacién de adipocitos, por lo que se
cree que el nuevo gen de fusion interfiere con la transformacion adipocitica,

estimulando la proliferacion de los pre-adipocitos y la iniciacién tumoral (198).

LPS-P
Los LPS-P constituyen el subgrupo de liposarcomas con la presencia de
una mayor cantidad de reordenamientos cromosomicos y aberraciones

genéticas numerales y estructurales, sin tener ninguna que sea recurrente,
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exceptuando que, aproximadamente, un 50% pueden presentar alteraciones en
p53 (195, 199). Los liposarcomas en los que se encuentra amplificacion en
12q14-15 pueden asociarse a cromosomas en anillo y se consideran

actualmente con LPS-D con desdiferenciacion homdloga (1).

Sarcoma sinovial

El sarcoma sinovial es un sarcoma con cariotipo simple que se
caracteriza por la translocacion t(X;18)(p11;911), que da lugar a la proteina de
fusién SYT-SSX (9, 200). Aunque aun debatido, se postula que los mioblastos

son el subtipo celular del cual proceden los sarcomas sinoviales (201).

Tumor maligno de la vaina nerviosa periférica

Los TMVNP incluyen a todos aquellos tumores que proceden de la vaina
nerviosa de los nervios, tanto superficiales como profundos, y han sido
incluidos dentro de los sarcomas de partes blandas en la ultima edicion de la
clasificacion de sarcomas de la OMS (1). Al igual que los SPB anteriores, los
TMVNP presentan un genoma complejo, con ganancias que afectan a 4q
(KIT/PDGFRA), 7p (EGFR) y 8q (MYC), y deleciones de 1p, 3p, 9p
(CDKN2A/B), 17 (NF1) y 17p (p53) (16, 202). Mas de un 90% de los MPNST
tienen pérdida de heterozigosidad de la region de NF1 en 17q, lo cual refleja
claramente el mecanismo de origen (203). NF1 es un gen supresor tumoral
localizado en 17q11.2 que codifica para la neurofibromina, un regulador
negativo de la via RAS-MAPK. Cuando se pierde la funcion de NF1 por
mutaciones heterozigotas acompafadas generalmente de pérdida de
heterozigosidad. La neurofibromina tiene un dominio activador de ATPasa que
convierte la forma activa de Ras (Ras-GTP) en su forma inactiva. Esto conlleva
la activacion de la via de Ras-MAPK, implicada en proliferacién vy
diferenciacién. Este evento inicial viene acompanado de la pérdida de funcion
de importantes genes supresores tumorales, como PTEN (204), CDKN2A (188)
y p53 (205).

Sarcoma pleomorfico indiferenciado

Esta nueva categoria incluye a los tumores malignos de origen

mesenquimal en los que se han excluido todas las lineas de diferenciacion
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conocidas (1). Es un grupo extenso y heterogéneo que incluye hasta un 20%
de todos los SPB pleomorficos (57), y hasta un 25% de los SPB asociados a
radioterapia (206, 207). Los SPI presentan un cariotipo altamente complejo,
constituyendo el subtipo de SPB con el mayor numero de aberraciones
cromosomicas, si bien ninguna de éstas son recurrentes (208). Algunos
estudios apuntan que la pérdida de las regiones cromosémicas 9p21 y 13q12-
g14, en donde se encuentra los gen CDKN2A/B y RB1 respectivamente,

constituyen las anomalia mas frecuentes de este subgrupo (209).

1.3.4. IMPORTANCIA DE LAS VIAS DE PI3K/mTOR Y RAS/MAPK EN
SARCOMAS DE PARTES BLANDAS

Dentro de las diferentes fendbmenos que conducen a la transformacion
oncogénica y al mantenimiento del fenotipo tumoral, la capacidad de
crecimiento autonomo celular mediada por sefiales de crecimiento es uno de
los mecanismos mas estudiados en células tumorales, ya que se encuentran
constitutivamente activados casi de forma universal. Las vias de transduccion
de sefales mas importantes en cancer en general y en sarcomas en particular
corresponden a PI3BK/mTOR y RAS/MAPK.

1.3.4.1. Viade PIBK/mTOR

Biologia

mTOR es una serin-treonin quinasa que ejerce como nodo central de los
estimulos procedentes de los factores de crecimiento a través de la via
PIBK/mTOR, y de los estimulos energéticos a través de LKB1. Las
implicaciones metabdlicas de mTOR (ej: glicdlisis) se encuentran fuera del
estudio de la presente tesis doctoral, que versa en vias de sefalizacién de
factores de crecimiento. PI3K es un componente esencial en la sefializaciéon
hacia mTOR tras recoger los estimulos procedentes de los receptores tirosin-
quinasa (RTQ) (210). PI3K se activa a través de la fosforilaciéon de
determinados residuos en los RTQ, o a través de proteinas adaptadoras. Una
vez activado, fosforila fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) convirtiéndolo en PIP3.
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Esta accion se encuentra regulada por PTEN, un gen supresor tumoral cuya
funcion consiste en defosforilar PIP3, transformandolo de nuevo en PIP2. PIP3
atrae a la membrana a AKT fosforilandolo en el residuo T308 (211, 212) lo cual
conlleva su activacion parcial. La activacion completa de AKT requiere la
fosforilacion en S473 (213). AKT a su vez activa mTOR a través de la
fosforilacién y subsecuente inhibicion del gen supresor tumoral TSC (tuberous
sclerosis complex), que contiene dos dimeros, TSC1 y TSC2 (214, 215).
Cuando especificamente TSC2 se fosforila, deja de inhibir la actividad de Rheb
(Ras homologue enriched brain), una GTPasa necesaria para la activacion de
mTOR (216). mTOR existe en dos complejos distintos, cada uno de los cuales
estd compuesto de tres proteinas distintas: mTORC1 (mTOR, GBL y raptor) y
mTORC2 (mTOR, GBL y rictor) (217, 218). La activacién de mTORC1 conlleva
la regulacion de la sintesis proteica, crecimiento celular y proliferacion a través
de dos componentes bien caracterizados: elF-4E (eukaryotic initiation factor
4E) y 4E-BP1 (elF-4E binding protein), y S6K1 (S6 kinase 1) (219). mTORC2
es el encargado de fosforilar AKT en el residuo S473, responsable por lo tanto

de su activacion completa (213).

Desrequlacion de PI3BK/mTOR en sarcomas de partes blandas

Existen multiples eventos que pueden resultar en la hiperactivacion de la

via de PIBK/mTOR en cancer en general y en los sarcomas en particular.

Activacion a través de receptores de factores de crecimiento.

La via de mTOR puede hallarse hiperactivada en sarcomas debido a la
sefalizacion  oncogénica de  diversos receptores tirosina-quinasa.
Concretamente, en sarcomas, los principales RTQ son IGF-1R (insulin growth
factor 1 receptor), FGFR (fibroblast growth factor receptor) y EGFR (epidermal
growth factor receptor).

El sistema de senalizacion de IGF consiste en tres ligandos (IGF-I, IGF-II
e insulina), cuatro receptores de membrana (IGF-1R, IR-A, IGF-2R) y seis
proteinas de unién (IGFBP-1-6) (revisado en (220). IGF-1R es un receptor
transmembrana que contiene una subunidad intracitoplasmatica catalitica
tirosina-quinasa, y se encuentra sobreexpresado en sarcomas, generalmente

debido a falta de regulacion a nivel transcripcional (en ocasiones por pérdida
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de p53, en otras ocasiones por el incremento de activadores transcripcionales
como proteinas de fusion) (221). Los estimulos oncogénicos de proliferacion y
crecimiento son transmitidos hacia el nucleo a través de las vias de
sefalizacion de PISK/mTOR y RAS/MAPK (222). Son varios los subtipos de
sarcomas en los que la via del IGF parece jugar un papel relevante en el
fenotipo tumoral, como rabdomiosarcomas alveolares y embrionarios, sarcoma
de Kaposi, GIST KIT/PDGFRA negativos, tumor fibroso solitario, tumor
desmoplasico de células pequehas y redondas, tumor fibroso solitario,
fibrosarcoma congénito, sarcoma de Ewing y osteosarcoma (revisado en (220).
En cuanto a los subtipos incluidos en la presente tesis doctoral, destacan los
leiomiosarcomas, los sarcomas sinoviales y los TMVNP. Hasta un 50% de los
leiomiosarcomas tienen sobreexpresién de IGF-Il (223, 224) y/o activacion
constitutiva de IRS-1 (insulin receptor substrate 1) (225). Estos datos
concuerdan con la evidencia disponible en la que se pone de manifiesto la
relevancia de la activacion de PIBK/mTOR en leiomiosarcomas (226). Por otro
lado, la via de sefalizacion constituida por IGF-Il/IGF-1R parece también estar
involucrada en la patogénesis y desarrollo de los sarcomas sinoviales. IGF2 es
el gen que mas se expresa al transfectar células con la translocacion
caracteristica de los sarcomas sinoviales (SS18-SSX1 o SSX2) (227, 228).
Ademas, aquellos sarcomas sinoviales con una mayor expresion de IGF-1R
presentan una tendencia superior a desarrollar enfermedad metastatica (229).
Finalmente, se han hallado de manera frecuente amplificaciones en el gen de
IGF-1R en TMVNP; esto produce incremento de expresién que a su vez se
correlaciona con una peor supervivencia (230). La relevancia que conlleva
inhibir esta via en la proliferacion y supervivencia ha quedado demostrada
también in vitro (revisado en (231) y en pacientes con sarcomas, habiéndose
demostrado beneficio con diferentes inhibidores de IGF-1R en ciertos
subgrupos de pacientes con sarcoma de Ewing y tumor fibroso solitario,
generalmente en forma de estabilizacién (231).

La activacion oncogénica del FGFR es de maxima importancia para la
proliferacién, supervivencia y progresion en varias neoplasias (232). FRS2
(FGFR substrate 2) es una proteina de adaptacion critica para la sefializacion
de FGFR. FRS2 se encuentra localizado en el cromosoma 12q13-15, una

region frecuentemente amplificada en liposarcomas. Un estudio reciente ha
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determinado que FRS2 esta amplificado, sobreexpresado y activado en 90-
100% de los LPS-D, y su bloqueo in vitro e in vivo con inhibidores del FGFR
tiene un impacto sustancial en proliferacion y viabilidad celular (233). La
activacion de la via del FGFR parece ser también importante en sarcomas
pleomdrficos indiferenciados y en sarcomas sinoviales (233, 234).

Al igual que el FGFR, el EGFR también parece tener relevancia en
ciertos sarcomas. Se ha encontrado un aumento de expresion en mas del 50%
de los sarcomas pleomorficos indiferenciados, sarcomas sinoviales, TMVNP y
leiomiosarcomas (235), aunque se ha estudiado en mas profundidad en
TMVNP, en donde se ha determinado un incremento del numero de copias del
gen del EGFR junto con un aumento de expresion que varia entre un 25% a un
70%. La inhibicién farmacoldgica in vitro de EGFR en modelos celulares de
TMVNP reduce la activacion de las vias de PI3BK/mTOR y RAS/MAPK,
afectando ademas en la viabilidad celular (236-238). También existe evidencia

en sarcomas sinoviales que apunta en la misma direccion (238, 239).

Eventos genéticos.

Recientemente se han publicado dos estudios en los que, mediante
técnicas de secuenciacion a gran escala y alta resolucién, se ha puesto de
manifiesto la presencia de mutaciones activadoras en oncogenes, o de
mutaciones con pérdida de funcién y deleciones en genes supresores
tumorales directamente involucrados en la via de PISBK/mTOR (150, 240). Asi,
se han hallado mutaciones activadoras en PIK3CA y AKT, y mutaciones con
pérdida de funcion o deleciones de PTEN en leiomiosarcomas, liposarcomas
mixoides, sarcomas pleomorficos indiferenciados y sarcomas sinoviales. El
hallazgo de estos eventos genéticos presentes en la mayoria de los subtipos
de SPB pone de relieve, en conjunto, que la activacion de la via de PI3BK/mTOR
en SPB no ocurre de forma azarosa, si no que existe una seleccion clonal
positiva en la que prevalecen las subpoblaciones con la activacion de esta via
de sefalizacién tan importante en cancer.

Diversos estudios funcionales en modelos animales manipulados
genéticamente han confirmado estos resultados. Por ejemplo, hasta un 80% de
modelos murinos en los que se ha inactivado genéticamente PTEN en el

musculo liso, desarrollan leiomiosarcomas en menos de 2 meses, lo cual
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concuerda con la pérdida de expresiéon de PTEN y la activacion constitutiva de
AKT y mTOR observada en cerca del 90% de los leiomiosarcomas (226). En el
caso de los TMVNP (en los que el evento iniciador fundamental es el
incremento de sefalizacién a través de la via de RAS/MAPK), la activacion de
la via de PISK/AKT como consecuencia de la pérdida de funcion de PTEN es
necesaria para el llevar a cabo el proceso de progresion tumoral y
malignizacion de los neurofibromas (241). Del mismo modo, la activacion de
AKT en células progenitoras mesenquimales, conjuntamente con Ia
desregulacion de p53, juega un papel esencial en la formacion de liposarcomas
bien diferenciados y desdiferenciados (242). En cualquiera de los tres casos
anteriores, el tratamiento con inhibidores de mTOR o de la via de PISBK/mTOR
disminuyé el tamafio tumoral e incrementd la supervivencia (226, 242, 243).
Clinicamente, los estudios con farmacos inhibidores de la via de
PIBK/mTOR han proporcionado mayoritariamente un beneficio citostatico
bastante modesto, exceptuando casos aislados de sarcomas 6seos, tanto con
inhibidores de mTOR en monoterapia como combinaciones con inhibidores de
IGFR (revisado en (244). Estos resultados se han atribuido principalmente a la
ausencia de biomarcadores especificos y la mas que posible activacién de vias

paralelas.

1.3.4.2. Via de RAS/MAPK

Biologia

La via candnica de senalizacion RAS/MAPK es critica en cancer para la
supervivencia, la diseminacion y la resistencia a tratamientos (245, 246).
Constituye, ademas, un nodo que recibe multiples estimulos, tanto externos
(factores de crecimiento, interacciones con la matriz extracelular y otras
células) como internos (estrés metabdlico, dafio del ADN, alteraciones
proteicas), (247) y su activacion oncogénica se asocia principalmente con
proliferacién e invasion (248).

Ras es una proteina G con funciéon GTPasa que esta codificada por el
oncogén RAS (tres variantes en humanos: HRAS, KRAS, NRAS). Ras funciona

como un interruptor, encontrandose inactivo en su estado basal al estar unido a
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GDP (guanosine diphosphate). La activacion de Ras se produce cuando el
GDP se transforma en GTP (guanosine triphosphate) al unirsele un grupo
fosfato extra, lo cual conlleva un cambio conformacional y un incremento de
afinidad por efectores, desencadenando una cascada de sehnalizacion a través
de RAF (ARAF, BRAF, CRAF), MEK (MEK1, MEK2) y ERK (ERK1, ERK2)
(249). Una vez que ERK esta fosforilado se traslada al nucleo donde activa
diversos factores de transcripcion, entre los que destaca la Ciclina D,

responsable de poner en marcha del ciclo celular (250).

Desrequlacion de RAS/MAPK en sarcomas de partes blandas

Aunque la via de RAS/MAPK no se ha estudiado hasta la fecha con
tanta profundidad como la via de PISBK/mTOR (entre otros motivos, por su
mayor complejidad y por lo dificultoso de su inhibicion farmacoldgica), los
mecanismos de activacidn oncogénica se pueden agrupar de una manera muy

parecida a los de la via de PIBK/mTOR.

Activacion a traveés de receptores de factores de crecimiento.

Al igual que la via de PI3BK/mTOR, la via de RAS/MAPK puede hallarse
hiperactivada en sarcomas debido a la sefalizacion oncogénica de diversos
RTQ (IGF-1R, FGFR, EGFR) (222, 234, 236-238). La proteina RAS se
encuentra localizada en la parte interna de la membrana citoplasmatica, y el
paso de GDP a GTP se produce mediante la transduccion de senales de
cualquiera de los RTQ previamente mencionados a través de proteinas
intermedias (245).

Eventos genéticos.

Los dos unicos estudios en los que hasta la fecha se ha investigado la
presencia de mutaciones en la via de RAS/MAPK en sarcomas mediante
técnicas altamente sensibles y a gran escala (high-throughput) han detectado
una baja proporcion de eventos genéticos (150, 240). Concretamente, en el
estudio de Barretina et al no se encontré ninguno, mientras que en el estudio
presentado por Cote hall6 mutaciones en RAS en angiosarcoma, GIST, y SPB
sin origen especificado.
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Mas interesante es la evidencia que involucra el déficit de
neurofibromina en SPB. La neurofibromina, codificada por el gen NF-1, es un
regulador negativo de RAS mediante su funcidén activadora de la capacidad
GTPasa de RAS. Por lo tanto, la pérdida de funcion de a neurofibromina
conlleva una sobreactivacion de la via de RAS/MAPK debido a que RAS
permanece en su forma activa (RAS-GTP) (15, 251). De ahi que los pacientes
con defecto congénito en NF-1 (neurofibromatosis tipo 1) tengan un riesgo de
hasta un 13% de desarrollar un TMVNP (70). Ademas, la activacion de RAS es
biolégicamente relevante en tumores de origen neural. Asi, hasta un 40% de
TMVNP esporadicos (no asociados a neurofibromatosis tipo ) tienen
mutaciones somaticas en NF-1 (252), y hasta un 10% mutaciones en BRAF o
en RAS (253, 254). Respecto a los tumores benignos de origen neural, se ha
descrito pérdida de heterozigosidad en un 20% de los neurofibromas cutaneos
(179) y hasta en un 70% en los neurofibromas plexiformes (203), que son los
que se asocian a la neurofibromatosis tipo |I. Respecto a los schwannomas,
nuestro grupo ha descrito un 10% de mutaciones oncogénicas en BRAF V600E
(254).

La pérdida de NF-1 también parece estar involucrada en otros subtipos
de sarcomas, como sarcomas pleomorficos indiferenciados (150),
mixofibrosarcomas (150), leiomiosarcomas (255, 256) y GIST (257).

1.3.5. Factures embudo

Existen diversos mecanismos bioldgicos que participan en la
transformacion oncogénica, implicando multiples cascadas de sefalizacion,
genes y proteinas con acciones complementarias y redundantes (258, 259).
Dada la activacion concomitante y heterogénea de las diferentes senales
oncogeénicas, recientemente ha sido desarrollado el concepto de factor embudo
o funnel factor (260), describiéndose como una molécula donde diversas vias
de senalizacién confluyen para la canalizacion de una unica sefial hacia niveles
inferiores, constituyendo ademas un reflejo del potencial de transformacion
tumoral independientemente de las alteraciones genéticas asociadas en el
proceso de transmision de sehales. El concepto parte de las observaciones
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realizadas en cancer de mama (261), ovario (262), cérvix (263) y melanoma
(264), en donde se evidencioé que la 4E-binding protein 1 (4EBP1) podia ser
activada a través de multiples rutas de sefalizacion. Esta capacidad de la
forma fosforilada de 4EBP1 de canalizar las distintas sefiales oncogénicas lo
establece como un factor molecular asociado con progresién neoplasica y mal
prondstico, independientemente de las alteraciones oncogénicas que se hayan

producido en las primeras fases de la cascada de senalizacién (261, 262, 264).

4EBP1 es una pequefa proteina que juega un papel critico en el control
de la sintesis proteica y, por lo tanto, en la supervivencia celular y en la
proliferacion (265). Reprime la translacién proteica dada su asociacion con
EIF4E (eukaryotic initiation factor 4E), la subunidad del complejo EIF4F que se
une al ARNm de manera cap-dependiente (266). Existen tres isoformas dentro
de la familia de proteinas que se unen al factor de iniciacion 4E: 4EBP1,
4EBP2 y 4EBP3, siendo 4EBP1 la mas estudiada y la forma predominante en
la mayoria de las células. De este modo, en células quiescentes o bajo
deprivacion de factores estimulantes, 4EBP1 se une firmemente a EIF4E,
inhibiendo la iniciacién del proceso de traslacion. En cambio, en respuesta al
estimulo proliferativo 4EBP1 se fosforila hasta en 7 regiones diferentes
(algunas de ellas mTOR dependiente), perdiendo la afinidad por EIF4E y se
disocian. EIF4E libre se une a EIF4G (proteina de anclaje), EIF4A (ARN
helicasa ATP-dependiente) y EIF4B, formando un complejo trimérico
denominado EIF4F que facilita la translacion proteica cap-dependiente (266).
Se facilita asi la translacion de elementos regulatorios en la 5’-untraslated
terminal regions (5’-UTR), que incluye ARNm que codifica proteinas necesarias
para el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, como ciclina D1, c-MYC

y ornitina decarboxilasa (267).

Las vias de transduccion de sefales mas importantes implicadas en el
crecimiento celular y en la proliferacion corresponden a RAS/MAPK vy
PI3BK/mTOR (140), y recientemente se ha demostrado que 4EBP1 es un efector

critico de la activacion oncogénica de ambas vias (268).
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En conjunto, todos estos resultados en los que se demuestra la
importancia de 4EBP1 como factor embudo, concuerdan con la evidencia
actualmente disponible en investigacion translacional en donde se emplea la
expresion de su forma fosforilada como marcador de activacion de multiples
vias oncogénicas. Asi, dado que mTOR parece ser directamente responsable
de la fosforilacion de cuatro de las siete regiones conocidas de 4EBP1, la
inhibicién de la fosforilacion de 4EBP1 con inhibidores de mTOR y de PI3K en
lineas celulares y modelos murinos refleja una disminucion y desaparicion de la
forma fosforilada de 4EBP1, siendo usado en la actualidad como marcador de
actividad citotéxica del farmaco (269). Resultados similares se han obtenido en
ensayos clinicos fase 1 en humanos, en los que se ha llegado a observar una
disminucién de la expresion de 4EBP1 de hasta el 70% tras 7 dias de
tratamiento con inhibidores de mTOR (269).

Los SPB del adulto constituyen, por lo tanto, un grupo fenotipica y
molecularmente heterogéneo, pero en el que los ultimos avances en biologia
molecular nos indican la existencia de vias comunes de sefializacion,
independientemente del subtipo tumoral, que pueden tener relevancia

diagndstica, prondstica y terapéutica.
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Hipotesis de Trabajo

Los SPB constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias de origen
mesenquimal en el que las principales rutas responsables de la
proliferaciéon y del comportamiento maligno corresponden a las vias de
RAS/MAPK y de PISBK/mTOR.

El incremento de la expresién y/o de la activacién de estas dos vias a
diferentes niveles nos permitira identificar nodos relevantes en la
biologia de los SPB asociados a malignidad con potencial pronéstico y/o

terapéutico.
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Objetivos del Estudio

Las vias de transduccion de sefiales desempefan un papel crucial en el
desarrollo y progresion de los SPB en adultos. A pesar de que el diagndstico
de SPB incluye numerosos subgrupos, se considera que las vias de
transduccion de sefales de RAS/MAPK y de PI3BK/mTOR son esenciales para
la proliferacion y el mantenimiento del fenotipo tumoral, independientemente

del subtipo tumoral.

3.1. Objetivo Principal

Determinar qué componentes de las vias de RAS/MAPK y de

PI3K/mTOR tienen un papel prondstico en SPB del adulto.

3.2. Objetivos Secundarios

1. Determinar la expresién y la activacidon de las proteinas implicadas en
las principales rutas de sefalizacién celular en SPB, incluyendo, 4EBP1
y pAEBP1, pMAPK, pS6, EIF4E y pEIF4E, y su correlacion con:
a. caracteristicas clinico-patologicas de los tumores
b. prondstico
2. Determinar si alguno de los factores estudiados (4EBP1 y p4EBP1,
pMAPK, pS6, EIF4E y pEIF4E) nos permite discriminar entre patologia
benigna y maligna en tumores de partes blandas.
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Material y Métodos

4.1. Sujetos de estudio. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion que han conformado la poblaciéon de estudio son los

siguientes:

e Pacientes diagnosticados de tumor de partes blandas (benigno y maligno)
en el periodo de 2000 a 2009.

e Pacientes diagnosticados con los siguientes subtipos histoldgicos:

0 N O OB~ W N -

. Schwannoma

. Neurofibroma

. Tumor maligno de la vaina nerviosa periférica
. Leiomioma no uterino

. Leiomioma uterino

. Leiomioma uterino simplastico

. Leiomiosarcoma no uterino

. Leiomiosarcoma uterino

9.

Lipoma

10. Liposarcoma bien diferenciado

11. Liposarcoma mixoide/células redondas
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12. Liposarcoma desdiferenciado

13. Liposarcoma pleomorfico

14. Sarcoma sinovial

15. Sarcoma pleomodérfico indiferenciado

e Disponer de material histologico suficiente en el Departamento de

Anatomia Patologica del Hospital Universitario Vall d’Hebron para revisar el

diagnostico y realizar las tinciones inmunohistoquimicas objeto de estudio.

e Disponer de informacién clinico-patoldgica y adecuado seguimiento.

4.2. Variables Clinicas y Anatomopatoldgicas

e Informacion Clinica:

La informacion clinica se ha recogido de manera retrospectiva a través de

la revision de los informes clinicos procedentes de los Servicios de

Oncologia Médica, Oncologia Radioterapia y Cirugia/Traumatologia. Las

variables finales que se han recogido son las siguientes:

Fecha de diagndstico

Edad al diagnostico

Sexo

Localizacion. Subdivision en: cabeza y cuello, tronco, abdomen,
pelvis y extremidades

Tratamiento: cirugia, radioterapia, quimioterapia

Fecha de progresion (tumores malignos)

Fecha de deceso

e Informacién anatomopatoldgica

Se ha recogido retrospectivamente la informacién anatomopatoldgica

procedente de los informes emitidos por el Servicio de Anatomia
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Patoldgica. En todos los casos se ha procedido a revisar diagnostico, grado
y numero de mitosis iniciales por dos patélogos expertos (Dra. Cleofé
Romagosa y Dr. Santiago Ramon y Cajal). Las variables finales que se han
recogido son las siguientes:

- Subtipo histolégico segun la clasificacion de la OMS (1)

- Grado tumoral de acuerdo con los criterios establecidos por la

FNCLCC (52, 53)

- Estadiaje tumoral segun la AJCC-72 edicidn (73)

- Tamano anatomopatoldgico (en centimetros)

- Nudmero de mitosis (por 10 campos de gran aumento)

- Margenes tumorales (negativos/positivos)

4.3. Estudio de las Variables Bioldgicas. Inmunohistoquimica

El uso de tejido humano en el presente estudio fue aprobado por el
comité ético del hospital. EI material se obtuvo a partir de muestras fijadas en
formalina e incluidas en parafina procedentes de exéresis quirurgicas de
tumores de partes blandas, sin tratamiento previo, procedentes de los archivos
del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Vall d’Hebron.
Se selecciond un bloque de parafina representativo de cada caso para realizar
las tinciones inmunohistoquimicas objeto de estudio, previa evaluacion de una

seccion tefiida con hematoxilina y eosina.

4.3.1. REACTIVOS Y ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

El estudio inmunohistoquimico se realizd6 de forma automatizada en
secciones de 3um de tejido parafinado usando el sistema Ventana
Benchmark® XT Automated IHC Stainer. Para su visualizacion se empleé el kit
de deteccion Ventana ultraView™ Universal DAB detection kit (catalog no. 760-
500).

El procedimiento consistid en los siguientes pasos:
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1. Desparafinacion de las secciones histolégicas con la solucion Ventana
EZ Prep Solution (catalogo # 950-102).

2. Recuperacidon antigénica con la solucion Ventana Tris-based buffer
solution CC1 (catalogo # 950-124) a temperatura estandar durante 60
minutos.

3. Bloqueo de la peroxidasa endogena con ultraView Inhibitor con 3% de
H202, durante 4 minutos a 37°C.

4. Después de los lavados, las secciones se incubaron durante 1 hora a
37°C con el anticuerpo primario. P16, KI67, Ciclina D1 y p53 requirieron
20, 16, 32 y 16 minutos de incubacién respectivamente.

5. El complejo anticuerpo primario — HRP (horseradish peroxidase) se
visualizé con el cromégeno diaminobenzidina tetrahidroclorhidrico (DAB)

6. Finalmente, las laminillas se contra-tifieron durante 8 minutos con
hematoxilina y durante 4 minutos con Bluing reagent.

7. Durante todo el procedimiento se afadieron controles positivos y

negativos apropiados para cada anticuerpo. Las condiciones especificas

para cada una de las reacciones se detallan a continuacién (tabla 9).

Proteina Sitil_j d‘?_ Ti_pn de Dilucion Anticuerpo Fuente (No. Catialogo)
fosforilacion Anticuerpo secundario

p-56 Ser 240/244 paliclonal 1:100 conejo Cell Signaling (2215)
p-MAPK Thr 202/ Tyr 204 policlenal 1:200 conejo Cell Signaling (4378&)
de-BP1 - policlonal 1:40 conejo Cell Signaling (9452)
p-4e-BP1 Thr 70 monaclonal 1:50 conejo Cell Signaling (9455)
eiF-4E - policlonal 1:75 conejo Cell Signaling (9742)
p-eiF-4E Ser 209 monoclional 1:50 conejo Cell Signaling (9741)
ple - monoclonal Predil. raton Ventana (725-4713)
p53 - monaclonal Predil. raton Ventana (760-2542)
Kle7 - monoclonal Predil. conejo Ventana (790-4286)
Ciclina D1 - monaclonal Predil. conejo Ventana (790-4508)

Tabla 9. Caracteristicas de los anticuerpos y condiciones empleadas en el estudio.

En todos los casos se han tefiido y evaluado los marcadores de vias de
sefalizacion (pMAPK, pS6, 4EBP1, p4EBP1, EIF4E, pEIF4E). Dado el interés
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particular que despertaban los SPI, se ha realizado un estudio mas exhaustivo
en este subgrupo y se han afadido marcadores del ciclo celular (p16, p53,
KI67 y Ciclina D1).

4.3.2. EVALUACION DE LAS TINCIONES INMUNOHISTOQUIMICAS

Las proteinas del ciclo celular (p16, p53, KI67 y Ciclina D1) se han
evaluado como porcentaje de células tumorales tenidas y localizacion
subcelular. Los factores de crecimiento y transcripcion (pMAPK, pS6, 4EBP1,
p4EBP1, EIF4AE, pEIF4E) se han evaluado de una manera semi-cuantitativa
mediante una Histo-score (Hscore) (261). En el Hscore se evalua el porcentaje
de células tefiidas (tincidn nucleo-citoplasmica para todos los marcadores,
excepto para pMAPK, que es nueclar) y la intensidad de la tincion en 10
campos de gran aumento (x400) representativos. La intensidad se define
como:

- 0: no se aprecian células tenidas
- 1:tincion débil
- 2:intensidad moderada

- 3: tinciéon fuerte

El Hscore se calcula multiplicando la intensidad por el porcentaje de
células tefidas, obteniendo resultados que pueden ir de 0 a 300.

Todos los casos han sido evaluados independientemente por el autor y
por un patélogo experto. Se considera como resultado final la media entre
ambas lecturas siempre y cuando la discrepancia sea menor de un 10% de
positividad o 20 puntos Hscore. En caso de discrepancia mayor del 10% o 20
puntos Hscore, se han revisado conjuntamente los casos y se ha consensuado

el resultado final.

Para el analisis estadistico, se ha considerado una tincidén positiva segun

el punto de corte:
e Factores de crecimiento y de transcripcion: al estar poco estudiados,
se ha considerado la mediana como punto de corte, excepto en

aquellos casos en los que se ha observado una distribucion bimodal.
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e Marcadores del ciclo celular: se han utilizado puntos de corte

referenciados en la literatura (ver Resultados).

4.4. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se han llevado a cabo utilizando el Statistical
Package for Social Sciences, version 15.0 (SPSS, Chicago, IL).

Se ha efectuado el estudio descriptivo de las variables demograficas y
de las caracteristicas clinico-patologicas en: 1) toda la cohorte, 2) tumores
benignos y malignos, y 3) en cada subgrupo en concreto.

Se ha evaluado la presencia de diferencias de las distintas covariables
(caracteristicas demograficas, clinicas y anatomopatolégicas, y biomarcadores)
en tumores benignos vs malignos, y por subgrupo. Para ello, en la comparacién
de medias para muestras independientes (al separar la base de datos de
benignos y malignos) se ha usado la prueba paramétrica T de Student para las
variables continuas que siguen una distribucion Normal y la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney para las variables continuas que no siguen
una distribuciéon Normal. Se ha empleado la prueba de Kruskal-Wallis en el
caso en el que se trataran de 3 6 mas grupos. En la comparacion de variables
categoricas para muestras independientes se ha usado la prueba Chi-cuadrado
o la prueba de Fisher.

En la correlacion de marcadores con variables clinico-patolégicas se ha
usado el coeficiente rho de Spearman.

Se ha definido tiempo a la recaida o supervivencia libre de enfermedad
(SLE) como la diferencia entre las fechas de diagnéstico y primera recaida, ya
fuera local, a distancia o0 ambas. La supervivencia global (SG) se ha calculado
como la diferencia entre las fechas de diagnostico y de muerte o ultimo
contacto en su defecto. El SLE y la SG se han modelado usando el método de
Kaplan-Meier y se han analizado mediante el Log-rank test y el analisis
multivariante de la regresion de Cox. Los Harard ratios (HR) ajustados de los
predictores del SLE y la SG han sido estimados también con el modelo de
regresion de Cox. Todos los test estadisticos han sido realizados con un nivel
de significacion bilateral de 0,05.
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Resultados

5.1. Poblacién a Estudio

5.1.1. SELECCION DE CASOS

Se seleccionaron pacientes diagnosticados de tumor de partes blandas
registrados en la base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Vall d’Hebron durante el periodo que va de 2000 a 2009. El
procedimiento de seleccion de casos para el presente estudio se realizd por

dos vias distintas segun se tratasen de tumores benignos o malignos (Figura

1),

a) Tumores benignos. Al incorporarse al proyecto con finalidad comparativa

(con la patologia maligna correspondiente), se seleccionaron al azar
entre 10 a 40 casos por diagndéstico. Se seleccionaron inicialmente un
total de 99 tumores benignos (38 schwannomas, 20 neurofibromas, 27
leiomiomas y 14 lipomas). Tras revisar el diagndstico, la existencia de un
numero de bloques suficiente y la calidad de la fijacién, quedaron para el
estudio un total de 68 tumores benignos: 15 schwannomas, 15
neurofibromas, 24 leiomiomas y 14 lipomas. El diagndstico inicial fue
correcto en todos los casos. En la Figura 2 se puede ver una tincidon
(hematoxilina/eosina) representativa de cada tumor.
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b) Tumores malignos. Se extrajeron de la base de datos del Servicio de

Anatomia Patologica todos los casos de TMVNP, leiomiosarcoma,
liposarcoma, sarcoma sinovial y SPI intervenidos quirurgicamente y
diagnosticados durante el periodo previamente mencionado. Aquellos
casos sin pieza de reseccidn quirurgica no se incluyeron en la busqueda
inicial. Se obtuvieron un total de 123 pacientes (18 TMVNP, 29
leiomiosarcomas, 22 liposarcomas, 12 sarcomas sinoviales y 42 SPI).
Tras revisar el diagnéstico (aplicando FISH y tinciones de IHQ no
disponibles en el momento), la existencia de un numero de bloques
suficiente y la calidad de la fijacion, quedaron para el estudio un total
de 98 tumores malignos: 18 TMVNP, 19 LMS, 17 LPS, 7 sarcomas
sinoviales y 37 SPI. Hubo 5 casos con diagndstico erréneo inicial de SPI.

En la Figura 3 se puede ver una tincion representativa de cada tumor.

o -

Casen eliminados (N=11) # » Cosos eliminados [Wsl5)
M dir oquestofdo inadecundo M* da bloquesitepdo inadecundo
M= M= 3]
Diagnibstico inconmecto Diagndslico incormecta
HN=D MN=5

s (s

Tipo de tumor benigno N

Estirpe Meural 30 TMVNP 18
Schwannoma 13 Leiomiosarcoma 19
Neurofibroma 15 Leiomiosarcoma no uterino 8

Leiomioma 4 Leiomiosarcoma uterino 11
Leiomiona no uterino 7 Liposarcoma 17
Lelomioma uterino 1 Liposarcoma bien diferenciado 6
Lelomioma utsrno simplasico B Liposarcoma mixoide/'celula redonda 6

Lipema 14 Liposarcoma desdiferenciado 4

Liposarcoma pleomérfico 1
Sarcoma sinovial 7
Sarcoma pleomoérfico indiferenciado 37

Figura 1. Proceso de seleccion de los pacientes objeto de estudio.
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Figura 2. Tinciones representativas de los tumores benignos objeto de estudio. A) Schwannoma; B)

Neurofibroma; C) Leiomioma no uterino; D) Leiomioma uterino; E) Lipoma. Magnificacion 10X.
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Figura 3. Tinciones representativas de los sarcomas objeto de estudio. A) TMVNP; B) Leiomiosarcoma
no uterino; C) Leiomiosarcoma uterino, D) Liposarcoma bien diferenciado; E) Liposarcoma
desdiferenciado; F) Liposarcoma pleomorfico; G) Liposarcoma mixoide; H) Sarcoma sinovial; 1)
Sarcoma pleomorfico indiferenciado. Magnificacion 10X, excepto en el sarcoma sinovial (20X).
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Figura 3 (continuacion). Tinciones representativas de los sarcomas objeto de estudio. A) TMVNP; B)
Leiomiosarcoma no uterino; C) Leiomiosarcoma uterino, D) Liposarcoma bien diferenciado; E)
Liposarcoma desdiferenciado; F) Liposarcoma pleomorfico; G) Liposarcoma mixoide; H) Sarcoma
sinovial; 1) Sarcoma pleomorfico indiferenciado. Magnificacion 10X, excepto en el sarcoma sinovial
(20X).

5.1.2. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

La edad media de todos los pacientes de la muestra fue de 56,3 afios
(SD 18,93), y la edad mediana de 60 (rango de 15 a 96 afios). Los tumores
benignos fueron diagnosticados a una edad estadisticamente inferior
(media=50,25 afios) que los tumores malignos (media=60,4 afios) (p<0,001 —t
de Student de comparacion de medias). La Tabla 10 condensa los datos
descriptivos obtenidos para las variables categoricas clinico-patolégicas de la
presente tesis doctoral. De manera global hubo un predominio de mujeres en la
muestra (56% frente a 39% de varones), siendo esta diferencia mucho mas
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llamativa en los tumores benignos (66% frente a 28% de varones) que en los
malignos (48% y 46% respectivamente). En el 4% de los casos no se pudo
conseguir este dato.

La mayor parte de los tumores estaban localizados en las extremidades
(38%). En el caso de los tumores benignos, los tumores localizados en la pelvis
fueron los mas numerosos (35%) debido a la introduccién de los leiomiomas
uterinos y leiomiomas uterinos simplasticos. En cambio, un 50% de todos los
sarcomas estaban localizados en las extremidades, seguidos por pelvis (13%),
tronco (12%), cabeza y cuello (10%) y abdomen (8%).

Respecto al tratamiento, todos los pacientes menos uno (un paciente
con sarcoma) fueron intervenidos quirdrgicamente en algun momento de la
evolucién. En el caso de los sarcomas, hasta en un 24% de los casos los
margenes fueron positivos o <1mm. El 57% de los sarcomas recibio
radioterapia adyuvante a dosis estandar y el 23% quimioterapia adyuvante con
antraciclinas e ifosfamida. Excepto en 9 pacientes, la gran mayoria de los
sarcomas (90%) se encontraron localizados al diagndstico (estadios I, Il y Ill de
la AJCC). No obstante, una proporcion importante de pacientes presentaban
criterios de mal prondstico: hasta un 30% fueron diagnosticados ya como
estadio Ill y un 50% fueron evaluados como Grado 3 (FNCLCC). El numero
medio de mitosis por 10 campos de gran aumento (CGA) fue de 15,2
(SD=21,9) y la mediana de 10 (rango=0-160). Por ultimo, el tamafio medio del
tumor al diagnéstico en el caso de patologia benigna fue de 4,72 cm (SD=4,2),
mientras que el de los sarcomas fue significativamente mayor 11,95 cm
(SD=7,88) (p<0,001, t de Student de comparacién de medias).
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Todos Benignos Malignos
(N=166) (N=68, 40.96%) (N=98, 59.04%)
N %
Masculino 65 | 39,16 19 27,94 46 46,94
Sexo Femenino 93 | 56,02 45 66,18 48 48,98 0.025
Desconocido 8 4,82 4 5,88 4 4,08
Cabezay Cuello | 18 | 10,84 8 11,76 10 10,20
Extremidades 63 | 37,95 14 20,59 49 50,00
L, Tronco 17 | 10,24 5 7,35 12 12,24
R LI Py — 15 | 9,04 | 7 | 1029 8 g16 | 0001
Pelvis 37 | 22,29 24 35,29 13 13,27
Desconocido 16 | 9,64 10 14,71 6 6,12
No 1 0,60 0 0,00 1 1,02
Cirugia Si 158 | 95,18 68 100,00 90 91,84 0.986
Desconocido 7 4,22 0 0,00 7 7,14
No 102 | 61,45 0 0,00 34 34,69
Radioterapia Si 56 | 33,73 0 0,00 56 57,14 -
Desconocido 8 4,82 0 0,00 8 8,16
No 133 | 80,12 0 0,00 65 66,33
Quimioterapia | Si 23 | 13,86 0 0,00 23 23,47 -
Desconocido 10 | 6,02 0 0,00 10 10,20
Negativo 125 | 75,30 0 0,00 57 58,16
Margenes Positivo 24 | 14,46 0 0,00 24 24,49 -
Desconocido 17 | 10,24 0 0,00 17 17,35
| 15 | 15,31 0 0,00 15 15,31
Il 31 | 31,63 0 0,00 31 31,63
Estadiaje 1] 33 | 33,67 0 0,00 33 33,67 -
v 9 9,18 0 0,00 9 9,18
Desconocido 10 | 10,20 0 0,00 10 10,20
1 11 | 11,22 0 0,00 11 11,22
Grado 2 33 | 33,67 0 0,00 33 33,67 i
3 53 | 54,08 0 0,00 53 54,08
Desconocido 1 1,02 0 0,00 1 1,02
No 32 | 52,04 0 0,00 32 32,65
Recaida Si 51 | 32,65 0 0,00 51 52,04 -
Desconocido 15 | 15,31 0 0,00 15 15,31

Tabla 10. Descriptiva para las variables categoricas clinico-patologicas de todas la muestra del estudio, y
de ésta separada segun si se tratan de tumores benignos o malignos. El p-valor que se muestra es el
obtenido mediante la prueba chi-cuadrado para ver si hay diferencias significativas entre categorias de las
variables y tipo de tumor.
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Un total de 51 pacientes con sarcoma (52%) recayo a lo largo de su
evolucion. 32 (33%) no recayeron y de 15 pacientes (15%) no disponemos de
datos (Tabla 10). En cuanto a los pacientes que recayeron (Tabla 11), la
localizacion de la recaida se distribuy6d de manera similar entre los casos en los
que la recaida fue exclusivamente local (n=24, 47%) y exclusivamente a
distancia (n=23, 45%). Unicamente 4 pacientes presentaron recaida local y a
distancia (n=4, 7%).

N | %
Local 24 | 24.49
Si A distancia 23 | 23.47
Recaida chal ya 4 4.08
distancia
No 32 | 32.65
Desconocido 15 | 15.31

Tabla 11. Descriptiva de la recaida sélo para los tumores malignos (n=98).

Estudiando los sarcomas agrupados por subtipos (TMVNP,
leiomiosarcomas, liposarcomas, sarcomas sinoviales y SPI) (Tabla 12),
identificamos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su
distribucién: los leiomiosarcomas, a diferencia del resto de sarcomas, se
localizaban predominantemente en la pelvis debido al subgrupo especifico de
leiomiosarcomas uterinos. La proporcion de TMVNP, liposarcomas, sarcomas
sinoviales y SPlI en extremidades fue de 43%, 53%, 50% y 78%
respectivamente. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto al tratamiento realizado (cirugia y radioterapia y quimioterapia
adyuvantes). Tampoco en cuanto a positividad de margen y recaida. En
cambio, los patrones correspondientes al grado y al estadio tumoral fueron
significativamente diferentes: predominaron los LPS con grado 1 (debido a la
subpoblacién de LPS-BD), mientras que sarcomas sinoviales y SPI fueron

predominantemente grado 3 y localmente avanzados (estadio Ill).
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SUBTIPO DE SARCOMA
TMVNP LMS LPS 55 SPI
M (%) M (%) M (%) M (%) M (%)

p-valor

Chi-cuadrado

Localizacién  Cabeza y cuello 4 (28.57%) 1(5.26%) 1(5.88%) 1(16.67%) 3 (8.33%)
Extremnidades B (42.86%) 3(15.79%) 9 (52.94%) 3(50%) 28 (77.78%)
Tronco 2(14.20%) 1(526%) 2(11.76%) 2(33.33%) 5(13.80%) p<0,0001
Abdomen 1(7.14%) 2(10.53%) 5(29.41%) 0{0%) 0 {0%)
Palvis 1(7.14%) 12(63.16%) O (0%) 0 {0%) 0 {0%)
Cirugla Mo 0 (0%:) 1 (5.26%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%
Si 13 (100%) 18 (94.74%) 17 (100%) & [1009%) 36 (100%) Prtl A
Radioterapia No 2 (16.67%) 7T (36.84%) 7 (41.18%) 3(50%) 15(41.67%)

Si 10 (83.33%) 12 (63.16%) 10 (58.82%) 3 (50%) 21 (5B.33%) P
‘Quimioterapia No 6(60%) 18 (94.74%) 14 (82.35%) 4 (66.67%) 23 (63.89%) 5=0,094
Si 4(40%)  1(5.26%) 3(17.65%) 2(33.33%) 13 (36.11%)

Margenes Negativo 5(41.67%) 11(57.89%) 10 (58.82%) 4 (80%) 27 (75%)
Positivo 5(41.67%) 6(31.58%) 3(17.65%) 1(20%)  ©(25%) p=0,138
Desconocido 2(16.67%) 2(10.53%) 4(23.53%) 0 (0%) 0 (0%)

Grado 1 1 (5.56%%) 1(5.26%) 9 (52.94%) 0 {0%) 0 (0%)
2 14 (77.78%) 7(36.84%) 4(23.53%) 1(14.29%) 7 (19.44%) p<0,0001
3 3(16.67%) 11 (57.89%) 4(23.53%) 6(85.71%) 29 (B0.56%)

Estadio 1 0(0%)  6(31.58%) 9(52.94%) O (0%) 0 (0%)
] T(T0%) 5(26.32%) 4(23.53%) 1(16.67%) 14 (38.88%)
il 1(10%) 2(10.53%) 4 (23.53%) 4 (66.67%) 22 (61.11%) FENESs
v 2(20%) 6(31.58%) 0(0%) 1(1667%) 0(0%)

Recaida Mo 4 (36.36%) 4 (30.77%) 10(58.82%) 3 (42.86%) 12 (33.33%)
Si 7(63.64%) 9(60.23%) 7 (41.18%) 4 (57.14%) 24 (66.67%) Al

Tabla 12. Descriptiva para las variables categdricas clinico-patologicas de los sarcomas agrupados por
subtipos. El p-valor que se muestra es el obtenido mediante la prueba chi-cuadrado para ver si existen
diferencias significativas entre categorias de las variables y subgrupo tumoral.

5.2. Perfil de Expresidon de Proteinas

5.2.1. Perfil de expresion de proteinas en toda la poblacion

De todas las tinciones inmunohistoquimicas que se efectuaron en
patologia benigna y maligna con los 6 inmunomarcadores (n=996), en un
81,4% se evidencid cualquier grado de positividad (Hscore >0): un 76,7% de
todos los tumores benignos y un 84,7% de todos los tumores malignos

mostraron al menos un Hscore igual o superior a 1 (Tabla 13). La media y
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mediana de expresidén para cada proteina en todos los casos de la serie se
encuentra en la Tabla 14.

De las 6 proteinas evaluadas representativas de las dos vias de
sefalizacion oncogénica mas importantes en sarcomas, 5 de ellas se
expresaban con unos niveles significativamente superiores en patologia
maligna en comparacion con patologia benigna; unicamente la expresion de

pPMAPK fue superior en los tumores benignos de partes blandas (Tabla 15 y

Figura 4).

N pde-BP1 de-BP1 pMAPK pSE eiF-4E peiF-4E Total
T.Benigno 68 63.2% 91,2% 83.8% 67,6% 63,2% 91.2% 6. 7%
Sarcomas 88 T8,6% 82,9% 81.6% B4, 7% BB, 7% B3, 7% B84, 7%
TOTAL 166 72.3% 92.2% 82.5% .7 % mi1% 86,7 81.4%

Tabla 13. Tabla-resumen con el porcentaje de casos positivos (Hscore>1) para los diferentes

inmunomarcadores empleados en la presente tesis doctoral en patologia benigna y maligna

N Media (Sd) Mediana (p25 - p75)
p4E-BP1 160 31.19 (49.55) 10 (0 - 50)
4E-BP1 159 122.02 (89.68) 120 (40 - 190)
pMAPK 160 58.13 (73..83) 20 (1-100)
pS6 161 38.10 (60.75) 10 (1-60)
eiF-4E 156 46.97 (59.48) 20 (1-71)
peiF-4E 150 86.06 (72.23) 70 (24 - 140)

Tabla 14. .Descriptiva de los biomarcadores para toda la muestra en estudio.

Benignos Malignos
Media Mediana Media Mediana P-valor

(Sd) (p25 - p75) (Sd) (p25 - p75)
p4E-BP1 68 16.15 (29.82) 00 - 20) 92 | 42.32 (57.81) | 20(1,5 - 60) =0.007
4E-BP1 67 | 72.87 (62.08) | 80 (20-160) | 92 | 157.82 (89.97) | 160 (100 - 239) | <0.001
pMAPK 65 | 68.34 (69.59) 40 (5 - 120) 95 | 51.15 (76.18) 15 (1 - 80) 0.041
pS6 66 | 20.82 (37.28) 5 (0 - 15) 95 | 50.11 (70.47) 10 (5 - 80) <0.001
eiF-4E 65 | 22.22 (36.53) 5 (0 - 20) 91 | 64.65 (66.22) 40 (5 - 108) =0.001
peiF-4E 65 | 63.72 (60.33) | 40(10-80) | 85 [103.15(76.16)| 91 (30-160) | 0.001

Tabla 15. Descriptiva para los biomarcadores separada segun si se tratan de tumores benignos o malignos.
El p-valor que se muestra es el obtenido mediante la U de Mann-Whitney de comparacion de medias para
determinar si habia diferencias significativas entre el tipo de tumor (benigno/maligno).
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Figura 4. Descriptiva para los biomarcadores separada segun si se tratan de tumores benignos o malignos
mediante diagramas de caja. En todos los casos existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre los diversos biomarcadores en patologia benigna y maligna.



5.2.2. PERFIL DE EXPRESION DE PROTEINAS EN TUMORES BENIGNOS

La expresion de los distintos biomarcadores fue diferente segun el
subgrupo tumoral (tumores de origen neural, leiomiomas, lipomas) (Tabla 16,
Figura 5) y el diagndstico (schwannoma, neurofibroma, lemioma no uterino,

leiomioma uterino, leiomioma uterino simplastico, lipoma) (Tabla 17, Figura 6).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de expresion de todas las proteinas excepto para 4EBP1. Aunque los bajos
numeros por subgrupo impiden hacer un analisis entre los diversos tipos
tumorales, si que se puede observar diferencias por marcador.
p4EBP1. p4EBP1 se expresaba de manera predominante en lipomas y
leiomiomas uterino y no uterino (pero no en los leiomiomas uterinos
simplasticos), siendo el subgrupo de estirpe neural (schwannoma vy
neurofibroma) el que menos expresaba esta proteina.
4EBP1. No se encontraron diferencias en cuanto a la expresion de la proteina
total.

PMAPK. Los lipomas fueron los tumores que mas expresaban pMAPK, tanto
por diagndstico como por subgrupo tumoral. En cuanto a los leiomiomas, cabe
sefalar la diferencia de expresién entre leiomiomas no uterinos (alto pMAPK) y
leiomiomas uterinos (bajo pMAPK) (Figura 7).

pS6. Los leiomiomas fueron el subgrupo con una mayor expresion de pS6,
fundamentalmente a expensas de los leiomiomas extrauterinos, en los que
habia una mayor expresion comparados con los uterinos (Figura 8).

pEIF4E. No se detectaron diferencias significativas.

EIF4E. Se observo una expresion mas baja de la forma total en schwannomas

y neurofibromas.
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Figura 5. Descriptiva para los biomarcadores para tumores benignos segun el subgrupo tumoral mediante
diagramas de caja. Se han tomado las 4 tinciones mas representativas.
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Figura 6. Descriptiva para los biomarcadores para tumores benignos segiin el diagndstico mediante
diagramas de caja. Se han tomado las 4 tinciones mas representativas.
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SUBTIPO DE TUMOR BENIGNO

Neural Leiomiomas Lipoma

(n=30) (n=24) (n14) p-valor

Mediana Mediana Mediana

(p25-p75) (p25-p75) (p25-p75)
p4EBP1 0 (0-0) 5 (0-45) 15 (1-40) <0.001
4EBP1 30 (5-140) 70 (40-114) 70 (40-105) 0.175
pMAPK 20 (10-60) 7.5 (1-120) 140 (120-180) | <0.001
pS6 0 (0-10) 10 (5-65) 1(0-2) 0.001
EIF4E 0 (0-1) 60 (10-80) 10 (1-10) <0.001
pEIF4E 65 (30-130) 70 (10-119) 15 (10-40) 0.014

Tabla 16. Descriptiva para los biomarcadores separados segiin subgrupo tumoral para tumores benignos.
El p-valor que se muestra es el obtenido mediante el test de Kruskal-Wallis para determinar si habia

diferencias significativas entre los 3 subgrupos.

SUBTIPO DE TUMOR BENIGNO

Leiogmioma
uterino
simplastico

Leiomioma
uterino
(n=11}

Leiomioma
no utering
(n=T)

Meurofibroma
{n=15)

Schwanonma
{n=15)

Lipoma

{n=14) p-valor

ki 1 Maodiang
[jpia 5)

Maodiana
(P57 S)

p4EBP1 | 0(0) 0 (0-5) 10 {0-50) 0050 |  0(0D) 15 (1-40 0.002
4EBP1 25 (0-60) 40 (10-140) 133 (20-144) BB (40-91) 70 (30-91) 70 [40-105) 0068
PMAPK  |20(030) |  40(10-80) 130 (84-189) | 35(110) |  1(11) | 140(120-180) | <n.001
pS6 2 (0=-10]) 0 0=} 70 (60-84) 5 (1-10) 10 (5-10) 1(0-2) o.ooT
EF4E | 00-1) | own 806095 | 20(1072) | 36@070) | 1(1-10) <0.001
PEIF4E | 40 (20-120) 70 (30-140) BO (60-108) | 50(10-119) | 46(1-1235) 15(1040) | 0.038

Tabla 17. Descriptiva para los biomarcadores separados segun diagnostico para tumores benignos. El p-
valor que se muestra es el obtenido mediante el test de Kruskal-Wallis para determinar si habia
diferencias significativas entre los 6 diagnosticos.
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Figura 7. Expresion de pMAPK en tumores benignos. Se observa una alta expresion de pMAPK en
lipoma (A) y leiomioma no uterino (B), pero baja en leiomioma uterino (C). Magnificacion 40X.

Figura 8. Expresion de pS6 en tumores benignos. Se observa una alta expresion de pS6 en leiomioma no
uterino (A) y baja en leiomioma uterino (B). Magnificacion 40X.

5.2.3. PERFIL DE EXPRESION DE PROTEINAS EN SARCOMAS

En la Figura 9 se pueden observar tinciones representativas de los
diferentes anticuerpos evaluados. La expresion de los distintos biomarcadores
de activacion de las vias de PISBK/mTOR y RAS/MAPK también varié segun el
diagnéstico (TMVNP, LMS no uterino, LMS uterino, LPS-BD, LPS-M, LPS-D,
LPS-P, SS y SPI) (Tabla 18, Figura 10) y el subgrupo tumoral (TMVNP, LMS,
LPS, SS y SPI) (Tabla 19, Figura 11), aunque si que se puede apreciar un

menor grado de variacion que la observada en los tumores benignos.
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Figura 9. Tinciones representativas de la expresion de los marcadores estudiados en la tesis en sarcomas
Magnificacion 40X.



No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
fosforilacién de 4EBP1 (p=0,051), MAPK (p=0,163) y EIF4E (0,148) entre los

diferentes diagndsticos de sarcomas, si bien al agruparlos por subgrupos se

pudo observar que los sarcomas sinoviales expresan en mayor grado p4EBP1,
y los liposarcomas, pMAPK. Los niveles de 4EBP1 fueron mas variables entre
los diferentes diagnosticos, correspondiendo unos niveles mas bajos a los SPI
y en menor grado a los LMS, lo cual se corresponde con el analisis por
subgrupos, aunque las diferencias fueron Unicamente marginalmente
significativas (p=0,087). Los niveles mas altos de 4EBP1 correspondieron a los
LPS-M, LPS-D y LPS-P, mientras que la expresion en LPS-BD fue claramente
inferior. Esta diferencia de expresion no fue tan manifiesta entre los
leiomiosarcomas uterinos y extrauterinos. Los niveles de pS6 se encontraron
mas elevados en TMVNP, LPS-D y SPI (p=0,026). Cabe afadir que, tal y como
se observa en la figura 5, en el resto de subtipos de LPS no se apreciaron unos
niveles tan elevados de pS6. Al igual que ocurria con la forma total de 4EBP1,
los niveles de la forma total de EIF4E fueron también variables entre los
diversos diagndsticos, lo que refleja diferencias en la biologia de los diversos
sarcomas. También se pudo observar que los LPS-BD expresaban menos
niveles de EIF4E que los otros 3 subtipos de liposarcoma. Los sarcomas
sinoviales y el LPS-M fueron los tipos de sarcoma con una mayor expresion de

esta proteina.
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TMVNP
(n=18)

LMS no

uterino (n=8)

LMS uterino

(n=11)

SUBTIPO DE SARCOMA
LP3-BD

LPS-M
(n=6)

LP5-D

LPS-P
(n=1)

SPI
(n=37)

p-valor

. : (p25=pT5) =i ) 3
p4EEP1 40 (10-T0) 10 {5-30 5 (1-30 20 (10-50) 80 (20-60) B0 (60-60 T0 (40-80) 20 (6-T5) 0,051
4EBP1 170 (120-270) | 185 (107-239) 70 (20-140) | 130 (120-160) | 270 (240-285) | 270 (172-300) | 270 (270-270) | 175 (120-190) | 140 (40-200) | 0,009
pMAPK 10 (0-20) | 20 (1-85) 38 (20-02) | 70 (40-120) 18 (10-120) 160 (2-200) &0 (60-60) 13 (0-30) 1 (1-60) 0.163
p36 35 (5-80) 3 (1-50) 5(1-10) 13 (1-30) 3 (0-5) 50 (10-130) | 160 (160-160) 21 (0-40) 20 (10-120) 0,026
EIF4E 5 (0-30) I BT (40-116) 35 (10-64) I 20 (5-40) 160 (140-180) | &5 (55-1353) | 180 (180-180) | 160 (120-180) 40 (5-180) <f,001
pEIF4E 50 (20-140) 48 (20-120) 113 (30-161) 40 (20-80) 69 (30-160) | 80 (5-200) | 270 (270-270) | 140 (91-181) | 128 (80-180) | 0,148

Tabla 18. Descriptiva para los biomarcadores separados seglin diagnostico para los tumores malignos. El p-valor que se muestra es el obtenido mediante el test de Kruskal-
Wallis para determinar si habia diferencias significativas entre los 9 subtipos.
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SUBGRUPO DE SARCOMA
TMVNP LMS LPS 58 SPI

(n=13) (n=17) (n=T) (n=3T) p-valor

LiE

p4EBP1 0 (0-10 30 (5-160 30 (5-60) 70 (40-B0) | 20 (6-75) 0,015
4EBP1 170 (120-270) 108 (F0-190) 238 (130-278) | 175 (120-180) | 140 {40-200) 0,087
PMAPK | 10(0-20) 27 (7-90) 50 (13-150) 13(0-30) | 1(1-60) 0,041
pS6 35 (5-80) 5 (1-13) 5 (1-30) 21 (0-40) | 20(10-120) | 0,039
EIF4E | 5030 45(10-90) | 120 (50-180) | 160 (120-180) | 40 (5-80) <0.001
pEIF4E 50 (20-140) | 64 (30-156) | B80(24-180) | 140 (91-180) | 128 (80-160) | 0.218

Tabla 19. Descriptiva para los biomarcadores separados segun subgrupo tumoral para sarcomas. El p-
valor que se muestra es el obtenido mediante el test de Kruskal-Wallis para determinar si habia
diferencias significativas entre los 5 subgrupos.

pLEBP1 - pMAPK

ol
Ml

| ===

I
11

"L ‘
| e & BN
&

+ F

-
1.+ 4

| |
]
o

Figura 11. Descriptiva para los biomarcadores para sarcomas segun el subgrupo tumoral mediante
diagramas de caja. Se muestras los resultados de las 4 tinciones en los que se aprecian diferencias
estadisticamente significativas.
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5.3. Asociacion entre Variables Clinico-Patolégicas y Perfil de

Expresion de Proteinas

Hemos analizado la relacion entre la expresion de los distintos marcadores
(p4EBP1, 4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E, pEIF4E) como variables continuas y las
siguientes caracteristicas clinico-patologicas:

A) En tumores benignos: edad al diagnéstico, sexo, localizacion y tamano

tumoral.
B) En sarcomas: edad al diagnostico, sexo, localizacion, tamafio tumoral,

numero de mitosis, margenes, estadio tumoral, grado y recaida (si/no).
En ningun caso hemos hallado asociacion entre la expresion de las

proteinas objeto de estudio con ninguna caracteristica clinico-patolégica en

tumores benignos (Figura 12) ni en tumores malignos (Figura 13).

b ‘k- Q} 0.&

QN
o < < W
o g B m P g
Qh éf/ Q‘E\ éﬂ -E? Qﬁ 06
Edadaldx 02 -0.15 007 006 013 -0.36 04
0z
Tamafiotumor -001 01 -0.18 -0.07 -0.09 -0.02 0

Sexo -001 -0.19 -015 006 026 O

Localizacion 0.19 -0.14 -01 0.11 042 -0.12

Figura 12. Estudio de correlacion entre los niveles de expresion proteica y variables clinico-patoldgicas
consideradas de interés en tumores benignos. El test estadistico empleado ha sido la Correlacién de
Pearson.
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Tamafio tumor -002 018 016 -027 004 -0.14 B
NGm. mitosis 0.08 -0.18-0.17 0.06 -0.17 0.11 e
Mérgenes ~0.24 -0.03-005 0.1 ~0.19-018 s
Estadiaje 0.33 0.28 -0.14/0.38 023 005 e
Grado 0.26 008 013 019 018 0.2 1
A

Figura 13. Estudio de correlacion entre los niveles de expresion proteica y variables clinico-patologicas
consideradas de interés en sarcomas. El test estadistico empleado ha sido coeficiente rho de Spearman.
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5.4. Estudio de la expresion de las proteinas como factores

prondsticos clinico-patolégicos en sarcomas

5.4.1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Con una mediana de seguimiento de 30,9 meses, un 61% de los
pacientes recayd localmente, a distancia o en ambos (ver Seccién 5.1.2.
Caracteristicas Clinico-Patoldgicas); la mediana de la SLE fue de 31,2 meses
(p25-p75: 9,1-111,5 meses). La SLE de todos los sarcomas a 1, 2 y 5 anos fue
del 71,5%, 51,6% y 40% respectivamente.

5.4.1.1. Analisis Univariante

Caracteristicas Clinico-Patoldgicas y SLE

Variables clinicas.

Ni edad (p=0,080), ni sexo (p=0,199) ni la localizacion del sarcoma
(p=0,572) se asociaron con la SLE. No obstante, la edad fue marginalmente
significativa (p=0,080), aunque con una HR baja (HR=1,01) (Tabla 20).

En cuanto al tratamiento inicial de los sarcomas, la radioterapia y la
quimioterapia adyuvantes no influyeron en las recaidas (Tabla 21). El status de
los margenes post-cirugia tampoco demostré asociacion estadistica, aunque si

que fue marginalmente significativa (p=0,138).

Variables Hazard Ratio Intervalo de
(HR) Confianza (95%)

Edad 101 1,00-1,03 0,080
Sexo Masculino 1,00

Femenino 0,68 0,38-1,22 s
Localizacion Extremidades 1,00

Tronco 1,65 0,71-3,84

Abdomen 1,37 0,47-3,99 0,572

Pelvis 0,86 0,35-2,12

Cabeza y cuello 1,82 0,68-4,83

Tabla 20. Variables clinicas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion de
Cox.
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Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

Cirugi ' 1
irugia Si 1.000
MNo M.V
Margenes Positivos 1
_ 0,138
Megativos 1,65 0,85-3,22
Radioterapia Si 1
0,678
Mo 0,88 0,47-1,63
Cluimioterapia Si 1
0,379
No 133 0,70-2,53

Tabla 21. Variables clinicas (tratamiento) y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de
regresion de Cox.

Variables patologicas.

Tal y como se puede observar en la Tabla 22, tanto un elevado grado
histolégico (sistema FNCLCC) como estadios tumoral mas avanzados (AJCC)
se asociaron con una menor SLE (p=0,005 y p=0,031 respectivamente). La HR
para grado 3 fue de 3,38 (IC 95% 1,17-9,77), y la del estadio Ill de 2,37 (IC
95% 1,02-5,47). El subtipo histolégico de sarcoma no influyé en la SLE
(p=0,137), al igual que el tamafio del tumor (p=0,657).

Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
{HH:I Confianza (95%)

Histologia TMVNP
LMS 1,15 0,38-3,45
LPS 0,75 0,23-2.41 0,137
SS 2,26 0,60-8,56
SPI 1,99 0,74-5,35
Tamafio AP 0,99 0,95-1,03 0,657
Grado 1 1
2 1.25 0,39-4,05 0,005
3 3,38 1,17-9.77
Estadio | 1
Il 1,09 0,44-2 68 0,031
Il 2,37 1,02-547

Tabla 22. Variables patologicas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion
de Cox.
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Expresion de las proteinas y SLE

Ninguno de los 6 inmunomarcadores evaluados en el presente estudio
se asocid en el andlisis univariante con SLE (Tabla 23). Unicamente la
expresion elevada de pMAPK (=250) resultdé marginalmente significativa

(p=0,101), mostrando una tendencia hacia una menor SLE.

i Hazard Ratio Intervalo de P valor

EBF1 =30 1
B 0,309
=30 1,35 0,76-2.41
4EBP1 =140 1
0,562
= 140 0,84 0,47-1,51
pMAPK = 50 1
0,101
= 50 1,69 0,90-317
pSE < 20 1
0,638
=20 0,99 0,99-1,03
EIF4E = 100 1
0,217
= 100 0,99 0,99-1,04
pEIF4E < 126 1
0,614
=126 1,16 0,65-2,07

Tabla 23. Expresion de las diferentes proteinas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el
modelo de regresion de Cox.

5.4.1.2. Analisis Multivariante

El analisis multivariante se ha realizado siguiendo el modelo
proporcional de Cox, para evaluar el valor predictivo independiente de la
expresion de los diversos biomarcadores (positivo Vs negativo) en la SLE. En
el analisis se han incluido, ademas de los 6 biomarcadores, las variables
clinico-patolégicas que se considera que pueden tener caracter pronostico para
asi evitar también factores de confusion (edad, localizacién, grado, estadio,
histologia).

En nuestra serie, pMAPK es un predictor independiente de recaida; la
expresion elevada de pMAPK (=50) fue la unica que se asocié de manera
independiente con una menor SLE (Tabla 24).
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Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
e (HR) Confianza (95%)

pMAPK = 50 3,44 1,37-8,66 <0,001

Tabla 24. Modelo multivariante efectuado mediante el modelo proporcional de Cox en “stepwise”.
PMAPK fue la tnica variable que qued¢ al final del modelo.

5.4.2. SUPERVIVENCIA GLOBAL

Del total de 98 pacientes con sarcomas, disponemos de datos de
mortalidad de 82 pacientes. De estos 82 pacientes, 44 murieron a lo largo del
seguimiento, siendo la tasa de mortalidad global del 52,7%. Del total de
pacientes que fallecieron, 36 (81,8%) fueron causa-especifica. La
supervivencia global a 1, 2 y 5 anos fue, respectivamente, de 94,3%, 75,9% y
58,2%.

5.4.2.1. Analisis Univariante

Caracteristicas Clinico-Patoldgicas y SLE

Variables clinicas.

Dentro de las variables clinicas (edad, sexo y localizacién), unicamente
la edad (p=0,040) se asoci6 significativamente a una menor supervivencia
global, aunque esta asociacion fue débil dada una HR de 1,02 (IC 95% 1,00-
1,04) (Tabla 25).

La radioterapia y la quimioterapia adyuvantes tampoco impactaron en la
supervivencia global (p=0,353 y p=0,541 respectivamente). Sin embargo,
aquellos pacientes con margenes positivos tras la cirugia si que presentaron
una menor supervivencia global (p= 0,003; HR 3,27, IC 95% 1,49-7,14) (Tabla
26).
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Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

Edad 1,02 1,00-1,04 0,040
Sexn Masculing 1

Femenino 1,03 0,52-2,03 R
Localizacién Extremidades 1

Tronco 2m 0,71-5,71

Abdomen 225 0,72-7,00 0,102

Pelvis 2,72 1,12-6,61

Cabeza y cuello 3,55 1.11-11,31

Tabla 25. Variables clinicas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion de
Cox.

Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

Cirugia Si 1
0,218
No 0,28 0,04-2,11
Margenes Positivos 1
) 0,003
Negativos 327 1,49-7 14
Radicterapia Si 1
0,353
No 0,72 0,36-1,44
Quimioterapia Si 1
0,541
Mo 1,26 0,60-2 66

Tabla 26. Variables clinicas (tratamiento) y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de
regresion de Cox.

Variables patoldgicas.

Tal y como se puede observar en la Tabla 27, y al igual que ocurria con
la SLE, tanto un elevado grado histolégico como estadios tumoral mas
avanzados se asociaron con una menor SLE (p=0,024 y p=0,001
respectivamente). La HR para grado 3 fue de 4,15 (IC 95% 0,98-17,60), y la del
estadio IV de 2,61 (IC 95% 1,70-18,55). A diferencia de lo que ocurria con la
SLE, el subtipo histolégico de sarcoma si que influyd en la SG (p=0,049);
concretamente, el subtipo leiomiosarcoma fue el que demostré tener un mayor
riesgo (HR 5,40; IC 95% 1,14-25,71). Concretamente, los leiomiosarcomas no
uterinos tuvieron una supervivencia media de 41,9 meses (SD=38 meses) y

mediana de 29 meses (p25-p75=7,8-82,3), mientras que en los
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leiomiosarcomas uterinos fue inferior, presentando una supervivencia media y
mediana de 31,1 (SD=31 meses) y 20 (p25-p75=12-36) meses

respectivamente.

. Hazard Ratio Intervalo de P valor
Variables ‘ (HR) Confianza (95%) -

Histologia TMVYNP 1
LMS 5,40 1,14-25,71
LPS 1,33 0,25-6,99 0,049
S5 267 0,35-20,17
SPl 2,58 0,54-12,29
Tarmaiio AP 1,02 0,98-1,07 0,391
Grado 1 1
2 1,62 0,33-7.87 0,024
3 415 0,98-17,60
Estadio | 1
I 0,97 0,34-2,73
1l 1,77 0,65-4,80 i
v 561 1,70-18,55

Tabla 27. Variables patoldgicas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion
de Cox.

Expresion de las proteinas y SG

Ninguno de los 6 inmunomarcadores evaluados en el presente estudio
se asocio en el analisis univariante con SG (Tabla 28). Al igual que ocurria en
la SLE, unicamente la expresion elevada de pMAPK (250) resultd
marginalmente significativa (p=0,058), mostrando una tendencia hacia una
menor SG con una HR = 2,08 (IC 95% 0,98-4,42).
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Variables Hazard Ratio Intervalo de
(HR) Confianza (95%)
<30 1

p4EBP1 A
=30 1,15 0.59-2,24 ’
AEBP1 <140 1
0,078
z 140 0,55 0,28-1,07
MAPK < 50 1
: 0,058
=80 2,08 0.98-4.42
pS6 = 20 1
0,972
220 1,00 0,99-1,05
EIF4E <100 1
0,342
2 100 0,99 0,99-1,03
pEIF4E < 126 1
0,399
2 126 0,75 0,38-1,47

Tabla 28. Expresion de las diferentes proteinas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo
de regresion de Cox.

5.4.2.2. Analisis Multivariante

En el andlisis multivariante realizado para evaluar el valor predictivo
independiente de la expresion de los diversos biomarcadores (positivo Vs
negativo) en la SG, se han incluido también las mismas variables clinico-
patologicas potencialmente prondsticas utilizadas en el analisis multivariante de
la SLE (Seccién 5.4.1.2: edad, localizacion, grado, estadio, histologia.

En nuestra serie, los leiomiosarcomas uterinos, una elevada expresion
de pMAPK (250) y la presencia de margenes positivos en la cirugia fueron
predictores independientes de una menor SG (Tabla 29). Los leiomiosarcomas
no uterinos no entraron en el modelo multivariante final (HR= 2,83, IC 95%
0,48-16,58). En la Figura 14 se pueden observar tinciones representativas de

pMAPK en varios sarcomas objeto de estudio.

Varlables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

Leiomiosarcoma  Uterino 22,60 3.16-161.71 0.011
pMAPK =50 6,67 1,87-23,74 <0,001
Margenes Positivos 2,59 1,08-6,18 0,032

Tabla 29. Modelo multivariante efectuado mediante el modelo proporcional de Cox en “stepwise”. Los
leiomiosarcomas uterinos, un nivel alto de pMAPK y la presencia de margenes quirtrgicos positivos fue
el modelo multivariable estadisticamente significativo.
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Figura 14. Tinciones representativas de la expresion de pMAPK en: A. TMVNP. B. Leiomiosarcoma no

uterino. C. Leiomiosarcoma uterino. D. Liposarcoma bien diferenciado. E. Liposarcoma pleomorfico. F.
Liposarcoma mixoide. G. Sarcoma pleomorfico indiferenciado. Magnificacion 40X.
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5.5. Sarcomas Pleomoérficos Indiferenciados

A pesar de la heterogeneidad fenotipica y molecular existente entre los
distintos subtipos de sarcomas, hemos encontrado en la presente tesis doctoral
factores comunes implicados en el prondstico y posiblemente en el tratamiento.
No se han podido efectuar analisis dentro de los diferentes subgrupos dado
que el bajo numero de casos no permite aplicar pruebas con la suficiente
potencia estadistica. La unica excepcion la constituye el subgrupo de SPI. Por
un lado, es el grupo mas numeroso (37 casos), constituyendo ademas una
serie homogénea que incluye unicamente casos localizados o localmente
avanzados. Por otro lado, existe un interés particular por determinar en este
subgrupo sin alteraciones moleculares recurrentes y sin dianas terapéuticas
identificadas, factores prondsticos que ayuden a su manejo clinico y moléculas
frente a las cuales se puedan dirigir nuevas estrategias terapéuticas. Para ello,
ademas de estudiar los distintos nodos mas relevantes pertenecientes a las
vias de PIBK/mTOR y RAS/MAPK (4EBP1, p4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E,
pEIF4E), extendimos el analisis a otros nodos relevantes del ciclo celular. El
racional para ello se fundamenta en 1) la presencia de alteraciones en el ciclo
celular (vias de p53 y RB1) observada en casi la totalidad de los sarcomas
citogenéticamente complejos, lo cual se encuentra detallado en la Seccion 1.3,
Biologia de los Sarcomas; y 2) existen proteinas con funciones criticas en el
ciclo celular con validada funcién prondstica reportada en la literatura. Para
estudiar la via de p53, se realizaron tinciones inmunohistoquimica de p53, y
para estudiar la via de RB1, se estudiaron p16 y Ciclina D1. Se afadio,

ademas, KI67 como marcador de actividad del ciclo celular.

En la Tabla 30 se muestra la descriptiva de la evolucion de los pacientes
con SPI. De los 37 pacientes con SPI, un 64,8% (n=24) recayeron; 58,3% lo
hicieron localmente (n=14) y 41,7% a distancia (n=10). A lo largo de todo el
seguimiento, un 46% de los pacientes falleci6 como consecuencia de la

enfermedad.
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(N=37)

n o
No 12 32.43
Recaida Si >4 5486
Desconocido 1 1.70
Localizacién de la recaida L?c'ﬂ : 14 58.33
Distancia 10 4167
No 13 35.14
Muerte causa-especifica |Si 17 4595
Desconocido 7 18.92

Tabla 30. Descriptiva de las caracteristicas de la evolucion de los pacientes del subgrupo SPI.

5.5.1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

5.5.1.1. Analisis Univariante

Caracteristicas Clinico-Patoldgicas y SLE

Variables clinicas.

En la Tabla 31 se puede ver el analisis estadistico para las variables
clinicas. Ninguna variable clinica (edad, sexo, localizacién) ni relacionada con
el tratamiento (margenes quirurgicos, radioterapia, quimioterapia) resultd
significativa. La falta de tratamiento radioterapico adyuvante tuvo un

significaciéon marginal con un intervalo de recaida mas corto (p=0,09).
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. Hazard Ratio Intervalo de P valor

Edad 0,99 0,97-1,02 0,801
Sexo Masculino 1
0,188
Femening 0,56 0,23-1,33
Localizacidn Extremidades 1
Tronco 2,64 0,86-8,08 0,204
Cabeza y cuello 0,68 0,09-513
Mérgenes Positivos 1
i 0,264
Megativos 1,71 0,67-4,39
Radioterapia Si 1
0,091
Mo 0,47 0,19-1,13
Quirmnioterapia Si 1
0,743
Mo 0,87 0,37-2,03

Tabla 31. Variables clinicas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion de
Cox.

Variables patologicas.

En el subgrupo de SPI unicamente se observaron tumores con grados 2
(n=7)y 3 (n=29), y estadios Il (n=14) y Ill (n=22). Ninguna de las tres variables
patolégicas analizadas (tamano quiruargico, grado histoldgico y estadio tumoral)

se asocié de manera significativa con la SLE (Tabla 32).

Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

Tamafio AP 1,02 0,95-1,09 0,585
Grado 1
2 1 0,138
3 252 0,74-8,55
Estadio |
Il 1 0,219
]l 1,80 0,70-4,62

Tabla 32. Variables patologicas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion
de Cox.
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Expresion de las proteinas y SLE

De los 6 inmunomarcadores relacionados con las vias de PI3K/mTOR y
RAS/MAPK una expresién elevada de pMAPK (=50) se asocié
significativamente con una menos SLE (p=0,036), siendo la HR = 3,32 (IC 95%
1,08-10,20). Ninguno de los 4 marcadores del ciclo celular analizados se

asocio con la SLE (Figura 15, Tabla 33).

pPMAPK
= I 1
& |_‘ P=0.036 ‘
-
29
“.,E
=8

4
Afos desde diagnostico

<50 250

Figura 15. Analisis mediante Kaplan-Meier de la expresion de pMAPK (baja Vs alta) y su relacion con la
SLE.
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Variables Hazard Ratio Intervalo de
_ (HR) Confianza (95%)
=30 1

PAEE 0,255
2 30 1,63 0.70-3,80 '
4EBP1 <140 1
0,253
= 140 0,61 0,26-1,42
pMAPK < 50 1
0,036
=80 3,32 1.08-10,20
pSE <20
0,860
= 20 1 0,99-1,05
EIF4E 100 1
= 0,315
=100 0,57 0.19-1,70
pEIF4E <126 1
0,423
2126 0,70 0,29-1,67
< 1
o3 > 0,778
25 1,14 0,46-2,80
KIBT <30 1
0,468
= 30 1,28 0.58-3,32
pl16 = 40 1
0,689
= 40 1,19 0,51-2,74
Ciclina D1 1 1
iclina =10 0.319
=10 1.55 0,66-3 64

Tabla 33. Expresion de las diferentes proteinas y SLE. Los HR ajustados han sido estimados con el
modelo de regresion de Cox.

5.5.1.2. Analisis Multivariante

En el analisis multivariante realizado para evaluar el valor predictivo
independiente de la expresién de los diversos biomarcadores (positivo Vs
negativo) en la SLE, se han incluido también las mismas variables clinico-
patologicas potencialmente prondsticas utilizadas en el analisis multivariante de
todos los sarcomas (edad, localizacién, grado, estadio, histologia).

En nuestra serie una elevada expresion de pMAPK (=50) fue el unico
predictor independientes de una menor intervalo libre de enfermedad (Tabla
34).
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Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
e (HR) Confianza (95%)

PMAPK = 50 3,32 1,08-10,20 0,036

Tabla 34. Modelo multivariante efectuado mediante el modelo proporcional de Cox en “stepwise”.
Unicamente un nivel alto de pMAPK fue el modelo multivariable estadisticamente significativo.

5.5.2. SUPERVIVENCIA GLOBAL
5.5.2.1. Analisis Univariante

Caracteristicas Clinico-Patoldgicas y SLE

Variables clinicas.

En la Tabla 35 se exponen los analisis correspondientes a las variables
clinicas. Ni la edad al diagndstico ni el sexo resultaron asociadas con
significacién estadistica a la SG (p=0,990y p=0,909 respectivamente). La
localizaciéon tumoral resulté marginalmente significativa (p=0,095), mostrando
una tendencia a una mayor SG los SPI localizados en las extremidades.

Respecto a las variables clinicas relacionadas con el tratamiento, todos
los pacientes con SPI fueron resecados quirurgicamente. Ni la radioterapia
adyuvante ni la quimioterapia adyuvante tuvieron impacto en la SG (p=0,456 y
p=0,433 respectivamente). Sin embargo, y al igual que ocurria con todos los
sarcomas considerados en conjunto, la presencia de margenes positivos en la
cirugia se asocié con una menor SG (p=0,047; HR=3,19; IC 95% 1,02-9,99).
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. Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) _|_Confianza (95%)

Edad 1,000 0.968-1,033 0,990
Sexo Masculino 1
. 0,909
Femenino 0,54 0,30-2.88
Localizacidon Extremidades 1
Tronco 2,91 0,.84-10,01 0,085
Cabeza y cuello 4.40 0,85-22 83
Margenes Meqgativos 1
g egatv 0,047
Positivas 3.19 1,02-9,99
Radioterapia Si 1
04586
Mo 0,66 0,22-1,97
Quimioterapia Si 1
0,433
Mo 1.55 0,52-4,64

Tabla 35. Variables clinicas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion de
Cox.

Variables patologicas.

No se encontr6 asociacién estadisticamente significativa entre las
variables anatomo-patoldgicas objeto de estudio (tamafno, grado, estadio) y la
SG (Tabla 36).

Variables Hazard Ratio Intervalo de
i (HR) Confianza (95%)

Tamaiio AP 1,03 0,93-1,13 0,589
Grado 1
2 1 0,390
3 245 0,32-19,05
Estadio I
I 1 0,524
1] 1.47 0,454 79

Tabla 36. Variables patologicas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo de regresion
de Cox.

Expresion de las proteinas y SLE

De los 6 inmunomarcadores relacionados con las vias de PI3K/mTOR y
RAS/MAPK, unicamente una expresion elevada de pMAPK (=250) tuvo una
asociacion marginalmente significativa con una menor SG (p=0,087). Respecto
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a los 4 marcadores asociados al ciclo celular se pudo comprobar que los
pacientes con una mayor expresion de KI67 (210%) tenian una menor SG
(Tabla 37 y Figura 16).

Variables Hazard Ratio Intervalo de P valor
(HR) Confianza (95%)

p4EBP1 <30 1
0,913
230D 1,07 0,35-3.28
4EBP1 <140 1
0,506
= 140 0,69 0,23-2,07
PK < 50 1
PMA 0,087
250 377 0,83-17.20
pSe < 20 1
0,546
=20 0,99 0.98-1,07
EIF4E < 100 1
0,182
2 100 0.25 0,03-1,92
pEIF4E < 126 1
0,736
2 126 0,82 0,25-2 67
3 <5 1
2 0,886
=5 1,00 0,35-3,36
KIGT < 30 1
0,031
= 30 5,29 1,16-24 .09
1 <4 1
HAC L 0,331
= 40 1,72 0.57-5.16
Ciclina D1 =10 1
0,968
=10 1,02 0,34-3,12

Tabla 37. Expresion de las diferentes proteinas y SG. Los HR ajustados han sido estimados con el modelo
de regresion de Cox.
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Figura 16. Analisis mediante Kaplan-Meier de la expresion de K167 (baja Vs alta) y su relacion con la
SG.

5.5.2.2. Analisis Multivariante

En el andlisis multivariante realizado para evaluar el valor predictivo
independiente de la expresién de los diversos biomarcadores (positivo Vs
negativo) en la SG, se han incluido también las mismas variables clinico-
patologicas potencialmente prondsticas utilizadas en el analisis multivariante de
todos los sarcomas (edad, localizacién, grado, estadio, histologia).

En nuestra serie se pudo determinar que a presencia de margenes
quirargicos positivos es el unico predictor independiente de una menor

supervivencia global (Tabla 38).

Variables Hazard Ratio Intervale de P valor
(HR) Confianza (95%)

Margen Positivo 3,19 1,02-8,99 0,047

Tabla 38. Modelo multivariante efectuado mediante el modelo proporcional de Cox en “stepwise”. La
presencia de margenes quirtrgicos positivos fue el unico predictor independiente de mal prondstico y
constituye el modelo multivariable estadisticamente significativo.
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Discusion

6.1. Justificacion del estudio

De un 25 a un 50% de los pacientes con SPB recaera a distancia a
pesar de haber realizado un correcto manejo del tumor primario (24, 26, 27,
215), con lo que la mortalidad de los SPB a los 5 afos del diagndstico llega a
ser de un 30-40% (4, 102). En nuestra serie un 61% de los pacientes recayo
localmente, a distancia o en ambos, y un 53% fallecié a lo largo de todo el
seguimiento. Una vez que la enfermedad es metastasica, el tratamiento se
considera paliativo; en esta situacién el prondstico es infausto: la respuesta a la
quimioterapia es inferior al 20% y la mediana de supervivencia desde el
diagndstico de las metastasis se situa en torno a un afo (270, 271). Los
sarcomas siguen por lo tanto un curso natural agresivo semejante al de otros
tipos de cancer pero que, dada su heterogeneidad (1), las herramientas
pronosticas y terapéuticas de las que disponemos en la actualidad adolecen de
precision y eficiencia debido en parte a la tendencia a agrupar entidades
biolégica y clinicamente distintas, o bien debido a la dificultad para extraer
conclusiones al estudiar subgrupos o entidades diagndsticas con bajo numero
de pacientes.

Esta heterogeneidad es evidente, no sélo a nivel clinico y morfolégico,
sino también a nivel molecular (150, 188). No obstante, la presencia de
anomalias en las vias de transduccién de sefales es practicamente ubicua en
sarcomas y su estudio puede proporcionar aspectos especificos de su biologia
que sean relevantes para el prondstico y/o para el tratamiento. Las dos
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principales vias de transduccion en SPB implican, por un lado, a los
reguladores del ciclo celular (vias de p53 y de RB1), y por otro, a las vias de
sefalizacion de factores de crecimiento (140). Mientras que las primeras han
sido extensamente estudiadas en las dos décadas pasadas (ver Tabla 7), las
vias de sefalizacion de factores crecimiento han emergido como un campo
activo de investigacion y de tratamiento en cancer en general y en SPB en
particular. Especificamente, las vias de RAS/MAPK y de PI3K/mTOR son de
especial interés dado que constituyen un punto de convergencia de los factores
de crecimiento en SPB (140), por lo que su estudio puede revelarnos nodos
con funcién prondstica y/o terapéutica con independencia del subtipo
especifico.

Para nuestro estudio hemos empleado pMAPK (Thr 202/ Tyr 204) como
marcador de activacién de la via de RAS/MAPK y pS6 (Ser 240/244) como
marcador de activacién de la via de PISBK/mTOR. Ademas, dado que el grupo
en el que he desarrollado mi tesis doctoral puso de relieve en cancer el
concepto de factor embudo o funnel factor (260-263), incluimos también en el
estudio transductores que canalizaran la sefalizacion de las vias de
RAS/MAPK 'y PIBK/mTOR: p4EBP1, 4EBP1, pEIF4E y EIF4E.

6.2. La expresion de los marcadores de activacion de
PIBK/mMTOR, pero no los de RAS/MAPK, es superior en

patologia maligna que en patologia benigna

Los 6 marcadores de activacion de RAS/MAPK y de PI3K/mTOR se
hallaron expresados en aproximadamente tres cuartas partes de todos los
tumores, y sus niveles fueron estadisticamente superiores en sarcomas en
comparacion con los tumores benignos de partes blandas, con excepcién de
pMAPK, que fue superior en los tumores benignos. Existe, por lo tanto, una
activacion oncogénica constitutiva en SPB responsable, al menos en parte, de
su comportamiento maligno. Es posible que el menor grado de expresion de
estos marcadores en patologia benigna pueda corresponder a niveles

fisiolégicos, dado que se considera que los sarcomas aparecen de novo,
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siendo excepcional la transformacién maligna salvo en casos muy concretos
(63). Al contrario de lo que cabria esperar, la activacion de RAS/MAPK,
evaluada mediante pMAPK, fue superior en patologia benigna. En células
normales RAS activa las diferentes quinasas RAF. Cuando RAF se activa
fosforila MEK, el cual a su vez fosforila MAPK. MAPK ejerce su funcion
regulando la expresiéon de multiples factores de transcripcidén. La activacion de
la via de RAS/MAPK en cancer ocurre debido a la activacion de receptores
tirosina-quinasa o de componentes a lo largo de la via (249), y dado que MAPK
esta al final de la transduccidn de sefiales, su expresion se utiliza ampliamente
como marcador de activacion oncogénica. El hecho de que los niveles de
pMAPK sean, en conjunto, inferiores en SPB en comparacion con su patologia
benigna correspondiente puede explicarse de dos maneras: 1) la via de
RAS/MAPK es prescindible en SPB y los niveles observados son fisiologicos y
no corresponden a una activacién constitutiva oncogénica, o 2) pMAPK no esta
reflejando el verdadero nivel de activacion de la via. Lo mas plausible es que
se trate de esta segunda opcion ya que recientemente se ha demostrado
mediante estudios de expresiéon de ARN (gene expression profling) que la
activacion oncogénica de RAS/MAPK es superior a lo que predice pMAPK
(272) debido a la presencia de vias de retroalimentacién negativa (negative

feedback loops) que disminuyen la fosforilacién de MAPK (273).

La activacion, tanto de ambas vias como de los factores embudo, vario
entre los diferentes subgrupos y entre cada entidad diagnéstica. En cuanto a
patologia benigna se pudo comprobar que la activacion de RAS/MAPK en
lipomas fue superior a la de los otros tumores benignos, tanto considerados en
subgrupos o como subtipos. Es llamativa también la diferencia de expresiéon de
pMAPK en leiomiomas no uterinos en comparacion con leiomiomas uterinos.
La activacién de la via de PI3BK/mTOR fue superior globalmente en leiomiomas.
Al igual que ocurria también con pMAPK, la expresion de pS6 fue superior en
leiomiomas no uterinos que en uterinos, lo cual revela comportamientos
biolégicos subyacentes distintos a pesar de ser tumores benignos derivados

del musculo liso.
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En los sarcomas se observd una activacion de pMAPK y p4EBP1 mas
homogénea en todos los diagndsticos, aunque si que se pudo ver una
predominancia de expresion de pMAPK en liposarcomas y de p4EBP1 en
sarcomas sinoviales. En el resto de marcadores hubo bastante variabilidad
entre subgrupos y entidades, lo cual refleja que, aunque las vias de
RAS/MAPK y PI3K/mTOR estén sobreactivadas, las consecuencias biologicas
y las redes especificas de sefalizacion pueden ser muy distintas, aunque
también hay que tener en cuenta que parte de esta variabilidad puede deberse
a que los grupos son pequenos. Por otro lado, y al contrario de lo que ocurre
en neoplasias de origen epitelial (260), no se observa en SPB que aquellos
tumores con hiperactivacion de ambas vias conlleve una mayor expresion de
los factores embudo canalizadores de su estimulo (4EBP1, p4EBP1, EIF4E,
pEIF4E), aunque faltaria comprobar su relevancia biolégica mediante estudios

funcionales.

6.3. La hiperactivaciéon de la via de RAS/MAPK es un factor
independiente de mal prondstico en sarcomas de partes

blandas del adulto

Tras determinar la distribucion de la expresion de los 6 marcadores
correspondientes a la activacion de las vias de sefalizacion en tumores
benignos y partes blandas, se procedié a la evaluacién de su asociacion con
caracteristicas clinico-patologicas de interés y su funcion como factores
pronosticos en sarcomas. En nuestro estudio se ha evidenciado que la
hiperactivacion de RAS/MAPK en SPB es un factor independiente predictor de
mal pronéstico. La via candnica de senalizacion RAS/MAPK es critica en
cancer (245, 246) y su activacion oncogénica se asocia principalmente con
proliferacién e invasién (248). De ahi su doble interés prondstico y terapéutico.
Se han publicado hasta la fecha varios estudios en los que se demuestra que
una expresion elevada de pMAPK es un factor prondstico adverso,
asociandose principalmente a recaida precoz. Una alta expresiéon de pMAPK

en cancer de mama hormonosensible predice resistencia al tratamiento
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hormonal con inhibidores de aromatasa, mientras que cuando RAS/MAPK no
estaba activada o su activacion era baja se incrementaban las posibilidades de
lograr respuestas completas (274). En cancer de mama triple negativo también
se ha asociado alta expresion, ademas de con recaida precoz, con una menor
supervivencia global (275, 276). La reactivacion de la sefalizacion de
RAS/MAPK en modelos dependientes de esta via, como melanoma o cancer
de colon con mutacion en BRAF, produce resistencia terapéutica y progresion
de la enfermedad (277-279). Los datos proporcionados en la presente tesis
doctoral ponen en relieve, por primera vez, la importancia de la activacion de
RAS/MAPK en el prondstico de los SPB. Una alta expresion de pMAPK
representa un HR de 3,44 de presentar una recaida mas temprana, tanto
localmente como a distancia (IC 95% 1,37-8,66), y de 6,67 (IC 95% 1,87-23,34)
de morir precozmente debido a la enfermedad. Ademas, existen en la
actualidad numerosos ensayos clinicos en los que se esta estudiando si la
inhibicion de la via de RAS/MAPK con inhibidores de MEK impacta en la
supervivencia libre de enfermedad y en la supervivencia global en pacientes
con todo tipo de cancer (280), o especificamente en sarcomas (281). Los datos
proporcionados aqui revelan la importancia de esta via en sarcomas de partes
blandas del adulto para ser evaluada como candidata a inhibicién terapéutica

independientemente del subtipo de sarcoma de partes blandas.

La via de PIBK/mTOR se encuentra hiperactivada en sarcomas, pero en
nuestra serie no hemos observado que se asocie con un peor prondstico.
Cuatro estudios han demostrado que la hiperactivacion de esta via es un factor
prondstico adverso en sarcomas. Tres de ellos (132-134) valoraban subgrupos
especificos: leiomiosarcoma, TMVNP y sarcoma sinovial, respectivamente. Los
estudios de Setsu N y col. en leiomiosarcoma y sarcoma sinovial empleaban
p4EBP1 o una combinacién de diversos nodos relevantes en PI3K/mTOR como
factor prondstico. En cambio, en el estudio de Endo M y col. pS6 resulto ser el
factor independiente de mal prondstico. A diferencia de los dos primeros
estudios en los que se emplean como marcadores p4EBP1 (activado por
distintas vias de senalizacién, no soélo por PI3K/mTOR) o un conjunto de
moléculas en la misma via, en esta tesis se ha considerado pS6 como el

marcador de activaciéon de PI3K/mMTOR mas adecuado, dado que es el
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transductor final de la sefal de esta via antes de la translacién proteica (219), y
también por su amplio uso en clinica como marcador de inhibicién de esta via
(269). Esto puede explicar, al menos en parte, las diferencias observadas con
los estudios en los que pS6 no ha sido el biomarcador. Ademas, hay que
considerar que la homogeneidad correspondiente a las entidades diagnosticas
analizadas en los estudios en leiomiosarcoma, TMVNP y sarcoma sinovial
permite evaluar mejor subgrupos que en nuestra serie. Un cuarto estudio (135)
en el que se evaluaban 93 pacientes con sarcomas de partes blandas en
adultos demostré que un incremento de la fosforilacion de AKT (pero no de la
fosforilacion de MAPK) se asociaba con peor supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global, unos hallazgos que son opuestos a los de
nuestra serie. Es posible que las diferencias metodoldgicas entre ambos
estudios expliquen la divergencia en los resultados. Tomita y col. consideraron
como positiva la expresion de pAKT para la via de PI3BK/mTOR y la de pMAPK
para la de RAS/MAPK. Ya se ha mencionado anteriormente los motivos por los
que se escogid pS6 en lugar de pAKT como marcador de la via de mTOR, y
que pueden explicar la diferencia de los resultados. Por otro lado, mientras que
Tomita y col. valoraron como positiva la expresion citoplasmatica de pMAPK,
en esta tesis doctoral hemos considerado positiva su expresion nuclear porque

MAPK se localiza en condiciones normales en el citoplasma y se transloca al
nucleo para ejercer su funcion al activarse mediante estimulos mitogénicos
(282, 283).

Los factores embudo analizados en esta serie (4EBP1, p4EBP1, EIF4E,
pEIF4E) no se asociaron estadisticamente con un peor prondstico, a diferencia
de los estudios publicados en tumores de origen epitelial (ver Seccion 1.3.
Biologia de los Sarcomas). No obstante, es posible que en entidades
particulares si que puedan ser relevantes de cara al prondstico, como en los
leiomiosarcomas (134), pero la casuistica de esta tesis no ha permitido analizar
subgrupos independientemente. Dado que no se han llevado a cabo estudios
funcionales, tampoco se puede conocer si son relevantes o no para la biologia

de los sarcomas.
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Por ultimo los principales factores clinicos prondsticos reconocidos en
SPB (margenes, grado, estadio y subtipo tumoral) resultaron significativos en

los analisis univariante o multivariante

6.4. La hiperactivacion de la via de RAS/MAPK predice
independientemente l|la recaida precoz en sarcomas

pleomorficos indiferenciados.

Los SPI son el subtipo diagnéstico mas numeroso en esta serie (37
casos), constituyendo ademas una serie homogénea de pacientes post-
operados. Ademas, y tal como esta aclarado en la Seccidén 5.5, existe un
interés particular por determinar en este subgrupo sin alteraciones moleculares
recurrentes y sin dianas terapéuticas identificadas, factores prondsticos que
ayuden a su manejo clinico y moléculas frente a las cuales se puedan dirigir
nuevas estrategias terapéuticas. Por ello, ademas de estudiar los distintos
nodos mas relevantes pertenecientes a las vias de PIBK/mTOR y RAS/MAPK
(4EBP1, p4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E, pEIF4E), extendimos el analisis a otros

nodos relevantes del ciclo celular (p53, p16, ciclina D1 y KI67).

Al igual que ocurria en el conjunto de pacientes con SPB, en este
subtipo de sarcoma se confirma que la hiperactivacién de la via de RAS/MAPK
es el unico factor prondstico adverso e independiente asociado a un menor
intervalo libre de enfermedad. Aquellos pacientes con un Hscore de pMAPK
mayor o igual a 50 tenian una HR de 3,32. pMAPK en cambio no aparecio en el
analisis multivariante como predictor de baja supervivencia. Ki67 predecia en el
analisis univariante una baja supervivencia global, pero perdié su significacion
en el analisis multivariante, en el que la presencia de margenes positivos fue el

unico factor que predecia de manera independiente un peor prondstico.
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6.5. Limitaciones

6.5.1. SELECCION DE CASOS

Una limitacién de este estudio es que los casos han sido obtenidos en
un hospital de referencia, como es el Vall d’Hebron, y que por lo tanto la
muestra puede no ser representativa de lo que se observa en la comunidad. No
obstante, las caracteristicas clinico-patolégicas como localizacién, subtipo
histologico, grado o estadio son similares a las de otros estudios clasicos (48,
52). Al tratarse de un hospital de referencia, hubo <10% de los casos
seleccionados para este estudio que fueron referidos de otros centros con
informacion clinica incompleta, pero con material de buena calidad, y que se
decidieron incluir en la tesis doctoral para enriquecer las muestras de
diagndsticos por subtipos. Estos casos explican que haya ciertas variables

catalogadas como “desconocido”.

Por otro lado, las diferentes entidades diagnésticas que conforman esta
serie contienen un numero medio de casos que no son superiores a los 15, lo
cual impide realizar analisis por subrgrupos en una patologia (SPB de adultos)

heterogénea.

6.5.2. METODOLOGIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

La estabilidad de las fosfoproteinas constituye una limitacién a este tipo
de estudios. Existe fluctuacion dependiendo del tiempo que va desde la
reseccion hasta el inicio de la fijacion y sobre el tipo de muestra (mayor pérdida
de fosforilacion en piezas de reseccion en comparacion con biopsia) (284,
285). En general asumimos que hay pérdida de epitopos de las diferentes
fosfoproteinas que hemos analizado en nuestra serie. No obstante, el grupo en
el que he desarrollado la tesis doctoral ha validado previamente Ilas
condiciones de los anticuerpos en inmunohistoquimica en comparacion con

inmunoblot en muestras de tejido fresco de cancer de mama (261).
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Conclusiones

1. Las proteinas pertenecientes a las vias de RAS/MAPK y PISK/mTOR
(4EBP1, p4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E, pEIF4E) se encuentran expresadas

en patologia mesenquimal benigna y maligna.

2. Los niveles de expresion de las proteinas estudiadas difieren entre los
distintos subgrupos tumorales y entidades diagndsticas benignas y malignas

analizadas.

3. Existe una mayor expresion de todas las moléculas estudiadas
pertenecientes a ambas vias en sarcomas en comparacion con la patologia
mesenquimal benigna, exceptuando pMAPK, cuya expresion es superior en

patologia benigna.
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4. En nuestra serie no hemos demostrado asociacion entre las proteinas objeto
de estudio (4EBP1, p4EBP1, pMAPK, pS6, EIF4E, pEIF4E) y las

caracteristicas clinico-patologicas analizadas.

5. La hiperactivacién de la via de RAS/MAPK determinada mediante la
expresion de pMAPK predice de manera independiente menor supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global en el conjunto de sarcomas
estudiado. En los sarcomas pleomorficos indiferenciados, la hiperactivacion
de la via de RAS/MAPK predice de manera independiente menor

supervivencia libre de enfermedad.
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