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Resumen

Los sarcomas de hueso y tejidos blandos son un grupo poco frecuente de tumores. Su prevalencia es inferior
a1 caso por 10000 habitantes, 1o que los convierte en una enfermedad rara. Algunos de estos tumores, como €l
sarcomasinovial, el tumor de Ewing o € osteosarcoma, son mas habituales en |os adolescentes 0 en los adultos
jévenes, mientras que existen neoplasias como el leiomiosarcoma o el liposarcoma, més frecuentes en pacien-
tes de edad superior a los 55 afios. Desde €l punto de vista histoldgico existen mas de cien tipos diferentes de
sarcomas. Por esta razén es dificil encontrar grandes ensayos clinicos de pacientes con tipos concretos de sar-
comas. Desde el punto de vista molecular estas neoplasias se agrupan en dos tipos principales: () sarcomas
con alteraciones genéticas especificas y cariotipos relativamente simples, con translocaciones que originan fu-
siones génicas (p.e EWS-FLI1 en el tumor de Ewing), o bien mutaciones puntual es especificas (p.g. de c-kit
en € GIST), y (b) sarcomas con alteraciones génicas inespecificas y cariotipos muy compleos, con ganancias
y pérdidas muy numerosas. En esta revision se describen los diversos tipos de ateraciones moleculares y su
utilidad en el campo clinico.
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Summary

Bone and soft tissue sarcomas are rare tumors. Their prevalence is below 1 per 10,000 inhabitants. Some of
them are more prevalent in the adolescent-young adult age group, while others usually arise in the late
adulthood. From the histopathological point of view there are over 100 sarcoma types. Therefore it is almost
impossible to find aclinical trial on a specific sarcomatype.

From the molecular standpoint these neoplasms usually fall into two groups: &) sarcomas with specific
molecular alterations and relatively simple karyotypes, with translocations giving rise to gene fusions (as
EWS-FLI1 in Ewing tumor) or point mutations (as GIST), and b) sarcomas with nonspecific molecular
features and complex karyotypes. We will review the different types of mutations in sarcomas as well as their

clinical value.
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I ntroduccion

Los sarcomas de hueso y tejidos blandos son un
grupo heterogéneo y poco frecuente de tumores. Su-
ponen menos del 5% de las neoplasias de los pacien-
tes adultos, y aproximadamente un 10% de los tumo-
res infantiles. A pesar de esta diferencia en propor-
cién, en nimeros absol utos son tumores mas frecuen-
tes en la edad adultal. Algunos de estos tumores, co-
mo el sarcomasinovia, e tumor de Ewing o € osteo-
sarcoma, son més habituales en |os adolescentes o en
los adultos jévenes, mientras que existen neoplasias
como €l leiomiosarcoma o € liposarcoma, mas fre-
cuentes en pacientes de edad superior a los 55 afios.
Desde € punto de vista histolégico existen mas de
cien tipos diferentes de sarcomas; aungue algunos son
de histogénesis incierta, como el sarcoma sinovial,
otros muestran rasgos similares a los de ciertos tipos
celulares normales del tgjido mesenquimal, como €
cartilago, €l tegjido adiposo, o € musculo, desde los
que aparentemente surgen. Por esta razén es dificil
encontrar ensayos clinicos grandes de pacientes con
tipos concretos de sarcomas. Sabemos muy poco de
la causa de los sarcomas. Conocemos agunos facto-
res de riesgo ambientales asociados a algunos tipos
concretos de sarcoma, como €l cloruro de vinilo y €
angiosarcoma hepético, o la radiacién ionizante, que
Se asocia a varios tipos de sarcomas; existen cuatro

sindromes de cancer familiar asociados a sarcomas,
pero en su gran mayoria la patogenia se basa en la
presencia de mutaciones adquiridas.

Mientras no se dispuso de un tratamiento alta-
mente efectivo para los sarcomas, € diagndstico de
los mismos no necesito ser particularmente preciso:
se trataba en cualquier caso de tumores muchas ve-
ces letales. Hoy dia, € diagnéstico anatomopatol 6-
gico de los sarcomas sigue siendo un auténtico reto,
debido a su rarezay a su frecuente indiferenciacion,
pero también a hecho de que existen tratamientos
eficaces y especificos para muchos de ellos, que han
dejado por tanto de ser neoplasias |etales.

El objeto de esta revision es el de mostrar que se
puede realizar €l diagnostico de estas neoplasias in-
tegrando las técnicas convencionales y las mas
avanzadas, siempre en un contexto anatomoclinico.
Hacemos énfasis en este Ultimo aspecto porque, es-
pecialmente en el caso de la Anatomia Patol gica de
los sarcomas pediétricos, ambos tipos de técnicas,
las mas convencionalesy las ‘especiales’, son insus-
tituibles, y deben ser interpretadas de manera inte-
grada entre si, junto con los datos de anamnesis, ex-
ploracion e imagen. Este hecho sigue requiriendo la
tradicional colaboracién del pat6logo con el experto
en diagndstico por imagen, e oncdlogo, e cirujano,
y €l bidlogo (o patélogo) molecular para el diagnés-
tico y manejo correctos del sarcoma.
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Para realizar la integracion a la que nos referi-
mos es fundamental |a toma de una muestra ade-
cuada para realizar un diagnéstico anatomopatol 6-
gico, y que ademés permita la preservacion de teji-
doy células en formatos y temperaturas adecuadas
para la realizacion de estudios complementarios,
como los que se refieren mas adelante, que se ba-
san en el andlisis de acidos nucleicos y proteinas.
En concreto, lo adecuado seria que todos los teji-
dos se remitieran desde el quiréfano en fresco, y
que a lallegada al servicio de Anatomia Patoldgi-
ca, se fije material en formol, se puedan congelar
fragmentos de tejido, se realicen improntas titula-
resy, en el mejor de los casos, se puedan realizar
suspensiones celulares y cultivos celulares. Es im-
portante que la toma para estos procedimientos es-
peciales se realice por parte del pat6logo, por un
lado para asegurar la integridad de los margenes
quirdrgicos, y por otro lado para garantizar que €l
tejido congelado corresponde realmente al material
gue se desea preservar. Es muy importante que la
toma de este material se realice una vez asegurado
el diagnéstico anatomopatolégico de la neoplasia
en cuestion, que es la finalidad principal parala
que el paciente da su consentimiento informado. A
partir del material almacenado se pueden estable-
cer bancos de tumores cooperativos para fomentar
la investigacion y el diagnéstico molecular de los
tumores. Se pueden encontrar protocolos detalla-
dos y recomendable en la web de la Red Tematica
de Investigacion de Centros de Céncer o en lade la
Red Temética de Investigacion de Tumores Pedi&
tricos solidos.

Alteraciones moleculares

Adquiridas-sométicas. Se detectan 5 grandes ti-
pos de mutaciones adquiridas en los sarcomas. Dele-
cion: Supone cualquier pérdida de material genético
menor que un cromosoma. Puede afectar a un brazo
de un cromosoma, a un gen, o a un pequefio nUmero
de pares de bases. Amplificacion: Se trata de la pre-
sencia de varias copias de un gen cuya estructura es
normal. Translocacién: Una translocacién es €l in-
tercambio de material genético entre dos cromoso-
mas no homaologos. Lo més frecuente es que no se
pierda material genético sino que éste simplemente
cambie de lugar; en este caso hablamos de translo-
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caciones balanceadas. Inversion: Unainversion es el
resultado de dos roturas en un cromosoma seguidas
por lareinsercion del fragmento original pero en or-
den inverso. Mutacion puntual: Es un tipo de muta-
cion en € que una base es sustituida por otra.

Sindromes familiares. Aungue la mayoria de las
mutaciones aparecen de forma esporédica, existen
sin embargo cuatro sindromes bien caracterizados
de cancer familiar asociado a sarcoma. En primer
lugar los pacientes con mutaciones de RB en lalinea
germinal tienen una frecuencia de aparicion de oste-
osarcomas muy superior a la de la poblacién ge-
neral®. Los pacientes con sindrome de Li-Fraumeni,
con mutaciones de la linea germinal del gen p53*
tienen unaincidencia elevada de un amplio grupo de
sarcomas, tipicamente a una edad inferior a los 40
anos. Otro tipo de sarcoma, €l tumor maligno de las
vainas de los nervios periféricos surge frecuente-
mente en el seno de una neurofibromatosis tipo 1
(NF-1), que se asocia con la pérdida del gen NF1 en
la linea germinal®. Por dltimo se ha descrito un sin-
drome familiar de GIST (tumor del estroma gas-
trointestinal) en una familia con mutaciones germi-
nales del gen c-kit®.

Existen dos tipos de sarcomas seguin la complgjidad
de sus alteraciones moleculares

Por una parte hay un grupo de sarcomas, mas fre-
cuente en los nifios y adolescentes, cuyas alteracio-
nes citogenéticas son relativamente sencillas, gene-
ralmente translocaciones equilibradas’. Desde el
punto de vista molecular se caracterizan por fusio-
nes génicas derivadas de dichas translocaciones, 0
mutaciones puntuales, que suponen lainiciacién del
proceso de carcinogéness.

Un segundo grupo de sarcomas, como el osteo-
sarcoma o €l histiocitoma fibroso maligno®, se ca-
racterizan por tener un cariotipo muy complejo, y
por carecer de fusiones génicas. De hecho mues-
tran claros signos de inestabilidad cromosdmica y
gendmica.

Las mutaciones de genes supresores tumorales
como p53, INK4A o RB se encuentran en ambos
subtipos de tumores, y estan relacionadas con la
progresion tumoral. Es importante hacer notar que,
por tanto, no tienen interés diagndstico, pero pueden
determinar el pronéstico de algunos sarcomas (ver
como ejemplo Huang et al., 2005)°.



Oncologia, 2005; 28 (9):426-442

Rasgos moleculares de inter és diagnéstico en tumor es mesenquimales. Obsérvese el gran nimer o de fusiones
génicasen las que forma parte el protooncogén EWS o su homélogo FUS

TABLA|

Alteraciones 6p21

HMGI-C y HMGI(Y)

Tipo tumoral Rasgo citogenético Rasgo molecular Factor de transcripcién Prevalencia

Tumor de Ewing 1(11;22)(q24;912) EWS-FLI1 Si 95%
1(21;22)(922;q12) EWS-ERG Si 5%
t(7;22)(p22;q12) EWS-ETV1 Si <1%
t(2;22)(g33;q12) EWS-E1AF Si <1%
t(1;22)(g42;912) EWS-? <1%
t(2;22)(933;q12) EWSFEV
t(17;22)(q12;,12) EWSETV4 Si <1%
t(6;22)(p21;q12) EWS-POU5SF1 Si é

T. desmoplésico de células t(11;22)(p13;912) EWS-WT1 Si 100%

pequenasy redondas

Liposarcoma mixoide-de t(12;16)(q13;p1l) FUS-CHOP Si 95%

células redondas 'y liposarcoma t(12;22)(q13;912) EWS-CHOP Si 5%

pleomérfico epitelioide

Condrosarcoma mixoide 1(9;22)(922;912) EWS-CHN(TEC) Si 75%

extraesquel ético t(9;17)(922;q11) hTAF1168-CHN(TEC) ?

Sarcomade células claras e t(12;22)(q13;921) EWS-ATF1 Si 91%

histiocitoma fibroso angiomatoide

Sarcomasinovial t(X;18)(p11.23;q11) SS18-SSX1 Si 65%
t(X;18)(p11.21;q11) SS18-SSX2 Si 35%
t(X;18)(p11;q11) SS18- SSX4 Si
t(X;20)(p11;913.3) SS18L1-SSX1 Si

Tumor del estroma

gastrointestinal (GIST) varias Mutaciones de KIT No 95%

Tumor rabdoide extrarrenal Delecion de 22q Inactivacion de INI ? >90%

Rabdomiosarcoma alveolar t(2;13)(935;q14) PAX3-FKHR Si 75%
t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR Si 10%
t(2;2)(g35;p23) PAX3-NCOA1 Si

Dermatofibrosarcoma protuberans  t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB No

Fibrosarcomainfantil/ t(12;15)(p13;925) ETV6-NTRK3 No

Nefroma mesobléstico celulart

Sarcoma alveolar de tejidos der(17)t(X;17)(p11;,925) TFE3-ASPL Si

blandos?

Sarcoma del estroma endome

trial de bajo grado t(7;17)(p15;921) JAZF1-JJAZF1 Si ?

Tumor miofibrobléstico t(1;2)(g21;p23) TPM3/TPM4-ALK

inflamatorio t(2;17)(p23;923) CLTC2-ALK Si

Sarcoma fibromixoide t(7;16)(q32;p11) FUS-CREB3L1(2) Si

de bajo grado

Tumores benignos® Alteraciones 12q15 Alteraciones No

1 Fusion también presente en algunos carcinomas secretores de mama.
2 Fusion andloga a la presente en algunos carcinomas renales infantiles o de adultos jévenes.
3 Lipoma, hamartoma condroide pulmonar, adenoma pleomorfo, fibroadenoma de mama, |eiomioma uterino, pélipo endometrial, angiomixoma agresivo,

mesenqguimoma benigno.
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Existen dos tipos de mutaciones con valor clinico
en los sarcomas

Transocaciones. Varios tipos de sarcomas mues-
tran translocaciones caracteristicas. De hecho, es en
este tipo de tumores donde se han realizado |os mayo-
res avances en e conocimiento de su patogenia’. Las
fusiones génicas generadas a partir de las trandoca-
ciones son los aconteci mientos iniciadores de muchos
sarcomas, y son probablemente indispensables en al-
gunos subtipos de ellos®®. Estas translocaciones inte-
rrumpen ciertos genes, y los recombinan creando fu-
siones génicas con estructura 'y funcion nuevas por-
que combinan dominios funcionales que habitual-
mente se encuentran en moléculas separadas. La ma-
yor parte de las proteinas quiméricas son factores de
transcripcion; es decir, proteinas con capacidad de
unién a las regiones reguladoras de la transcripcion
de ciertos genes. Estos estan habituamente implica-
dos en ciertas funciones clave parala célula, como la
proliferacion o la supervivencia celulares. Como re-
sultado de las trand ocaciones, |as fusiones génicas re-
presentan casi siempre factores de transcripcion abe-
rrantes. Las dos excepciones mas notables son la
COL1A1-PDGFB del dermatofibrosarcoma protube-
rans, que es un factor de crecimiento y la ETV6-
NTRKS3 del fibrosarcoma congeénito, que corresponde
a una proteina con actividad tirosina quinasa’. Puesto
que las fusiones génicas y sus productos son especifi-
cos de cada tipo tumora y se observan en préctica-
mente todos los casos de muchos tipos de sarcomas
su caracterizacion no es solo importante desde e pun-
to de vista de la patogenia, sino que abre grandes po-
sibilidades diagndsticasy terapéuticas. (Tablal).

Mutaciones puntuales. Otro tipo de hallazgos es-
pecificos de los sarcomas son las mutaciones, como
por ejemplo las mutaciones activadoras de c-kit en
el GIST, o las mutaciones inactivantes de hSNF5/
INI1 en tumores rabdoides.

|. Aplicacion al diagndstico.
Translocaciones

Técnicas empleables para detectar trandocaciones
La RT-PCR es el método mas empleado para la

deteccion de translocaciones en muestras clinicas,

especialmente cuando contamos con muestras con-
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Figura 1. RT-PCR.

Esta técnica tiene dos pasos. En €l primero (mitad superior de la
figura) el ARN se retro-transcribe a cADN y en el segundo
(mitad inferior), se amplifica un segmento especifico de
cADN que contiene la zona de fusién génica. El giemplo co-
rresponde a la fusion EWS-FLI11, caracteristica del tumor de
Ewing, pero la situacion es andloga a casi todos |os sarcomas
con translocaciones.

geladas de tumores (Figura 1). Estatécnicatiene dos
pasos; en el primero se usa la transcriptasa inversa
(RT), un enzima que sintetiza CADN a partir de
ARN. En un segundo paso se amplifica el cCADN
mediante una PCR convencional empleando como
cebadores secuencias caracteristicas de los exones
gue flanquean los puntos de rotura de las transloca-
ciones. Serealiza una electroforesis de los productos
de PCR en un gel de agarosa. Opcionalmente el
ADN contenido en €l gel de agarosa se puede trans-
ferir a una membrana de nylon e incubar con sondas
de ADN complementarias a la secuencia esperada
(Southern blot). Esto incrementa la sensibilidad y la
especificidad. Evidentemente hay que emplear con-
troles positivos y negativos (con aguay sin RT). Al-
gunos autores proponen el uso de RT-PCR cuantita-
tivaparael diagnéstico™.

L os puntos de rotura de | as translocaciones tienen
lugar habitualmente en ciertos intrones; sin embargo
el lugar dentro de cada intron donde tiene lugar di-
cha rotura es muy variable. El resultado de este he-
cho es que la estructura de la fusion a nivel del
ADN gendmico es bastante menos predecible que a
nivel del ARN, donde tiene un nimero mas constan-
te de exones de cada uno de los genes implicados en
lafusion. Esta es larazdn por la que es preferible €
ARN como materia de partida para la deteccion de
translocaciones en sarcomas mediante la RT-PCR.
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Figura 2. FISH. (Hibridacion in situ con fluorescencia).

El FISH puede usarse para identificar translocaciones en mues-
tras tisulares o citolégicas mediante €l uso de sondas fluores-
centes. En este caso particular de un FISH para la deteccion
de fusiones génicas, € gen EWS, situado en e cromosoma
22, esta representado en rojo, mientras que el FLI11 lo estaen
verde. La parte superior del diagrama muestra como la trans-
locacion reordena ambos genes, y la parte inferior representa
la propia fusion. Se muestra una imagen en la esquina infe-
rior derecha de un experimento de FISH en un tumor de
Ewing que corresponde a una célula triploide en la que se ob-
servan dos sefiales rojas y dos sefiales verdes, correspondien-
tes alos alelos no reordenados, junto a unaimagen de fusion,
de color rojo-amarillento.

Por eso hacemos hincapié en la creacién y manteni-
miento de bancos de tumores, porgue la mejor fuen-
te para conseguir ARN de calidad es el material
congelado.

Otros métodos diagndsticos incluyen la citogené-
tica convencional y la hibridacién in situ con fluo-
rescencia (FISH) (Figura 2). La palabra ‘hibrida-
cion’ se refiere ala union de secuencias de ADN o
ARN complementarias. Las sondas se marcan con
mol éculas fluorescentes, que son por tanto Utiles pa-
ra detectar las secuencias de interés. Las sondas que
se emplean en € estudio de tumores mesenquimales
son habitualmente sondas especificas de una secuen-
cia, como por gemplo las que flanquean los puntos
de rotura de las translocaciones. Para detectar |as se-
cuencias hace falta emplear a menos dos sondas,
una para cada uno de los genes implicados, cada una
marcada con un fluorocromo diferente. A veces las
sondas estan disefladas para detectar la presencia de
fusiones (fusion signal probes), y en otras ocasiones
lo que se busca es simplemente ver si se ha produci-

do un reordenamiento de uno de los genes implica-
dos en la fusion (split signal probes). El FISH tiene
la ventgja de que puede dar resultados fiables cuan-
do la cantidad de tejido disponible es escasa o cuan-
do hay s6lo material de parafina, y puede ser usada
incluso en matrices tisulares'?, o cuando sélo se
cuenta con improntas de tegjido tumoral. El inconve-
niente es que hace falta un microscopio de fluores-
cencia, 1o que hace que el FISH sea una técnica difi-
cilmente integrable en un laboratorio pequefio de
Patologia. Latécnicade CISH, en laque se sustituye
lainmunofluorescencia por un cromoégeno (similar a
los empleados en inmunohistoquimica) se empleaya
en rutina diagnostica para la deteccién de amplifica-
ciones geénicas pero tiene mal rendimiento para la
deteccion de translocaciones'? y podria en el futuro
emplearse para la deteccién de translocaciones en
sarcomas.

Algunos (pocos) tipos de fusiones se pueden de-
tectar con inmunohistoquimica. Por ejemplo en el
tumor desmoplasico de células pequefias y redon-
das, en @ que se detecta una fusion que incluye €l
extremo aminoterminal de EWSYy €l carboxilotermi-
nal de WT1, se puede realizar inmunohistoquimica
con anticuerpos dirigidos al dominio amino y carbo-
xilo terminal de WT1%, Laintensa inmunorreactivi-
dad con éste ultimo, y la ausencia con €l primero
ayudan a detectar la fusion. De modo analogo la fu-
sién NPM-ALK se puede detectar en € 60% de los
tumores miofibroblasticos inflamatorios, en los que
detectamos la sobreexpresion del dominio carboxilo
de ALK con un anticuerpo especifico'4, mientras
gue en otras lesiones morfol 6gicamente similares
(fascitis nodular, fibromatosis) no se encuentra in-
munorreactividad para ALK. Aunque en la préactica
es dificil encontrar los epitopos especificos, esta sis-
tematica podria emplearse con algunas de las trans-
locaciones presentes en |os sarcomas.

Deteccion de translocaciones en material clinico

Una gran ventaja de las técnicas de Patologia Mo-
lecular es que, a pesar de contar a veces con una
biopsia pequefia o con morfologia distorsionada, o
carente de diferenciacion, las células tumorales con-
servan las ateraciones moleculares basicas, y su de-
teccion puede ofrecer seguridad en un determinado
diagndstico. Se pueden detectar dichas translocacio-
nes en material fijado en formol eincluido en parafi-
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na®®. Dependiendo de la experiencia de los autores, la
RT-PCR es capaz de detectarlas en aproximadamente
el 50% de los casos, extrayendo el ARN con un trata-
miento proteolitico més largo del habitual y emplean-
do cebadores que delimiten un producto de PCR muy
corto. Por jemplo, € grupo francés de sarcomas!®
demuestra en un estudio que incluye deteccion de fu-
siones SY T-SSX, caracteristicas del sarcoma sino-
vial, en 250 tumores fijados con varios fijadores ha-
bituales e incluidos en parafina, que la sensibilidad
de latécnica es superior al 95% (siempre que los tgji-
dos no se fijen con Bouin) y que su especificidad es
del 100%. El rendimiento del FISH esa menos simi-
lar a delaRT-PCR en material parafinado®.

El material citoldgico, tanto las extensiones como
el material obtenido mediante puncién aspiracion
con agujafina, son una excelente fuente de ARN de
ata calidad para estudios citogenéticos y molecula
rest’ 18, Habitualmente, una vez asegurado el diag-
nostico, realizamos una toma adicional para los es-
tudios moleculares. La RT-PCR y, especiamente, €l
FISH son técnicas que se pueden aplicar con facili-
dad en muestras citoldgicas de tumores mesenqui-
males.

Translocaciones masrelevantesy sustipos
tumorales

Las fusiones EWS-FLI1 se detectan en aproxima-
damente 85% de los tumores de Ewing; las EWS
ERG estén presentes en 10% de los casos, mientras
que un 3% corresponde a otros tipos de fusiones de
EWS con un miembro de lafamilia ETS de factores
de transcripcion. Se trata de un dato especifico de
esta neoplasia ya que los estudios mediante PCR de
otros tumores que podrian entrar en su diagndstico
diferencial, como los tumores neuroectodérmicos
primitivos centrales, neuroblastomas, rabdomiosar-
comas, adamantinomas o tumores de células gigan-
tes 6seos'.

Ademés de los factores prondsticos habituales en
esta neoplasia (estadio, localizacion/volumen del tu-
mor primario, edad y respuesta a tratamiento) hay
estudios recientes que evalUan la contribucion de la
heterogeneidad molecular a prondstico en el tumor
de Ewing. Existen a menos 18 posibilidades estruc-
turales de las fusiones génicas en esta neoplasia.
Hay dos fuentes de variabilidad (Figura 3). Por un
lado el ‘compafiero’ de fusién de EWS (FLI1, ERG,
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Figura 3. Estructura de las proteinas quiméricas y su variabili-
dad.

La estructura de las fusiones quiméricas que se encuentran en €l
tumor de Ewing es un ejemplo de la que se observa en la ma-
yoria de las proteinas quiméricas de los sarcomas. Las protei-
nas quiméricas EWS-FLI1 o EWS-ERG contienen el domi-
nio amino-terminal de EWS (en gris), unido a la zona carbo-
xilo-terminal de FL11 o ERG (en negro). Este Ultimo contie-
ne el dominio ETS de unién a ADN (punteado blanco en
FL11, bandas diagonales en ERG). Los niimeros pequefios re-
presentan los exones que participan en lafusion. La variabili-
dad de fusiones génicas en el tumor de Ewing depende en
primer lugar del gen que acompafiaa EWS en lafusion.

b. En segundo lugar, para un tipo concreto de fusion (aqui sere-
presenta la EWS-FLI1) existen varias posibilidades depen-
diendo del nimero de exones de cada uno de los genes que
participan en la fusion. La mitad superior de esta seccion
muestra la fusion més corta (EWS ex.7-FL11 ex. 9), mientras
que la inferior muestra la més larga (EWS ex.9-FLI1 ex.4).
La estructura de las fusiones génicas en € tumor de Ewing se
correlaciona con el pronostico (ver texto).

ETV1, E1A,0 FEV), y por otro la localizacion del
punto de rotura de la translocaciéon dentro de cada
uno de los genes implicados. Se ha comprobado que
los pacientes con tumor de Ewing localizado que ex-
presan el transcrito quimérico mas comun (EWS
exon 7 unido a FLI1 ex6n 6) tienen mejor prondsti-
co que los que tienen cualquier otro tipo de fusion®®.
Esto sugiere que la heterogeneidad en la estructura
de los transcritos pueda definir de manera clara dife-
rentes grupos de riesgo. La base bioldgica por laque
se observan estas diferencias en pronéstico no esta
clara, aunque se ha demostrado que las diferentes
fusiones génicas son factores de transcripcion con
diferente actividad transactivadora®®. De todos mo-
dos, la validacion de estos resultados esta pendiente
de estudios clinicos prospectivos donde se determi-
na el tipo de fusion de cada tumor, como por gjem-
plo el EuroEwing99, cuyos resultados definitivos
desconocemos por e momento.
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En el tumor desmoplésico de células pequefias y
redondas (TDCPR) el gen EWS se halla unido al
gen WT1. WT1 se conoci6 en primer lugar como un
gen supresor tumoral alterado en el tumor de Wilms,
y de hecho EWS-WT1 es e primer gemplo de un
reordenamiento constante de un gen supresor tumo-
ral. El transcrito quimérico EWS'WT1 se ha encon-
trado en el 97% de |os casos estudiados. Este hecho
lo hace muy Util para el diagnéstico?, pero ademas
sugiere que la proteina quimérica es importante para
el desarrollo del tumor. Como en muchos otros sar-
comas se trata de un factor de transcripcién aberran-
te, que modula la expresion de genes que coinciden
parcialmente con las dianas habituales del gen WT1.
Uno de ellos es PDGFA, un factor de crecimiento fi-
broblastico que probablemente contribuye ala fibro-
sis tan caracteristica de esta neoplasia?. Otro es
BAIAPS, que regula €l proceso de exocitosis, y por
tanto el de secrecion de factores de crecimiento®.

EWS se une a ATF1 en el sarcoma de células
claras (melanoma maligno de tejidos blandos)?, y
en el histiocitoma fibroso angiomatoide®. Al igual
que en el tumor de Ewing, EWS se une al dominio
de unién a ADN de un factor de transcripcion. Al
contrario que ATF1, la fusion EWS-ATF1 funciona
como un activador transcripcional, probablemente
alterando la regulacién de los genes controlados
habitualmente por ATF1. EIl ARN quimérico se de-
tecta tanto en fragmentos de tumor congelado co-
mo en material fijado en parafina?®.

La fusion EWS-CHN, generada a partir de una
1(9;22), se observa en € condrosarcoma mixoide ex-
traesquel ético, curiosamente no en el de origen
0se0?’. CHN codifica un receptor nuclear con un do-
minio de unién a ADN. La proteina de fusion con-
tiene el dominio aminoterminal de EWS unido a to-
do el marco de lecturade CHN, lo que originaun re-
ceptor nuclear més activo que € nativo. Dicho re-
ceptor esté implicado en € control de la prolifera
cion celular a modular 1a respuesta a diversos facto-
res de crecimiento. Existen algunas variantes poco
frecuentes de esta fusion. Los estudios de gendmica
han sefidlado que este tumor tiene alta expresion de
PPARG, para el que existen inhibidores especificos,
y podria ser una diana terapéutica®.

Ademés, un gen andlogo a EWS, FUS, estaimpli-
cado con CHOP (DDIT3) en fusiones geincas en €l
90% de los casos de liposarcoma mixoide/de células
redondas (FUS-CHOP)#®. CHOP (DDIT3) es un

factor de transcripciéon. En TLS-CHOP (FUS-
DDIT3) el dominio de union a ARN de TLS se re-
emplaza por el dominio de union a ADN de CHOP.
Larelacion entre el liposarcoma mixoide y € de cé-
lulas redondas se confirma por |a deteccion de fusio-
nes FUS-CHOP en tumores compuestos en parte o
del todo por células redondas®. Aproximadamente
el 5% de los casos muestran fusiones EWS-CHOR,
en las que EWS tiene un papel andlogo a FUS. Por
tanto las proteinas con capacidad de unién a ARN
FUS y EWS parecen ser funcionalmente similares,
mientras que el componente que aporta e dominio
de unién a ADN, CHORP, es especifico de esta neo-
plasia. El tUnico modelo animal transgénico de can-
cer mesenquimal se ha desarrollado precisamente
con lafusion FUS-DDIT3%.

El rabdomiosarcoma alveolar se asocia a una
translocacion frecuente, t(2;13) y una menos habi-
tual t(1;13), cuyo resultado en una fusién de los ge-
nes PAX3 y PAX7, respectivamente, con el FKHR
(forkhead in rhabdomyosarcoma) situado en
13g14°. Los genes PAX son factores de transcrip-
cion regulados durante el desarrollo embrionario, y
gue son necesarios para la génesis de ciertos orga-
nos. En particular PAX3 y PAX7 se expresan en €l
tubo neural, y son clave tanto para la correcta for-
macion de éste, como para la migracion de los mio-
blastos a las extremidades superior e inferior. PAX3
puede suprimir la diferenciacion de los mioblastos,
y esto podria contribuir al fenotipo indiferenciado
de este tipo tumoral. Se ha detectado amplificacion
de las fusiones génicas en algunos tumores con fu-
siones PAX7-FKHR, indicando que la translocacion
y la amplificacion pueden ser mecanismos secuen-
ciales y complementarios en la oncogénesis de esta
neoplasia. En el caso de la fusion PAX3-FKHR se
detecta sobreexpresion de origen transcripcional de
PAX3 no asociada a amplificacion génica®. Estas
diferencias en el mecanismo de sobreexpresion de
PAX3y PAX7 son andlogas a las que se observan a
nivel clinico. Los tumores con PAX7-FKHR tien-
den a surgir en pacientes mas jovenes, asociarse a
una menos tasa de metastasis y a una mejor super-
vivencia que los que tienen fusiones PAX3-
FKHR?, a pesar de tener una morfologia similar.

Sarcoma sinovial. Se caracteriza por tener una
t(X;18), que origina una fusién entre el gen SS18
(SYT) en &l cromosoma 18, con el gen SSX, del que
existen dos copias, SSX1y SSX2, que estén situadas
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TABLA I

Fusiones génicas que desencadenan actividad tirosina quinasa

Tumor Proteina Tratable con Imatinib?
Dermatofibrosarcoma protuberans COL1A1-PDGFB! Si
Fibrosarcoma infantil ETV6-NTRK3 No
Tumor miofibrobléstico inflamatorio TMP3/TPM4/CLTC2-ALK No

LA través de PDGFR.

en dos subregiones del cromosoma Xpll (23 y 21,
respectivamente); existen algunas fusiones mas ra-
ras. Lafusion codifica un factor de transcripcion nu-
clear anormal, que altera la remodelacion de la cro-
matina, |0 que puede inducir a cambios en los patro-
nes de expresion génica. Los transcritos se detectan
en cas todos |los sarcomas sinoviales mediante RT-
PCR. El sarcoma sinovia es un claro ejemplo de co-
rrelacion entre fenotipo tumoral y tipo de transcrito.
El sarcoma sinovial bifésico se asocia con fusiones
SYT-SSX1, presentes tanto en los elementos epite-
liales como en los fusocelulares, mientras que € mo-
nofésico habitualmente se presenta con SY T-SSX2.
Ademas anivel clinico los pacientes con SY T-SSX2
tienen un riesgo relativamente bajo de recidivas,
mientras que los tumores con la variante SY T-SSX 1
tienen una alta tasa proliferativa y un pronostico re-
lativamente peor® ®, aunque e valor pronéstico de
estas fusiones alin esta bajo discusi6n®.

La translocacion t(17;22) del dermatofibrosar-
coma protuberans y del fibroblastoma de células
gigantes genera una fusion que implica a
COL1A1, un gen del colageno, y PDGFB, un gen
que codifica una proteina cuya funcién es la de
factor de crecimiento. La fusion coloca a PDGFB
bajo el control del promotor de COL1A1, elimi-
nando todos los elementos que reprimen la trans-
cripcion de PDGFB. En el fibrosarcoma congéni-
to, la translocacion t(12;15) junta al gen ETV6
(TEL) con el NTRK3 (receptor de la neurotrofina-
3 (TRKC)*. Curiosamente esta fusion también se
observa especificamente en el nefroma mesoblas-
tico, laleucemia mielobléastica aguda y el carcino-
ma secretor de mama, una variante rara del carci-
noma ductal infiltrante mamario®. Estos dos ejem-
plos de fusiones suponen una excepcion a laregla
general de que las fusiones génicas originan facto-
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res de transcripcion nuevos ETV6-NTRKS3 es una
tirosina quinasa quimérica que puede contribuir a
la oncogénesis mediante la desregulacion de las
vias de transduccién de sefiales generadas por
NTRK3, mientras que PDGFB-COL1A1 actua
probablemente como un factor de crecimiento au-
tocrino.

La determinacion de los mecanismos moleculares
implicados en la génesis de los diferentes sarcomas
puede tener a partir de ahora consecuencias impor-
tantes en la megjora del tratamiento de los pacientes
con dichas neoplasias. Larazén es que se pueden di-
sefiar f&rmacos que incidan especificamente en algu-
nas de dichas alteraciones génicas. Como hemos di-
cho algunas proteinas quiméricas tienen actividad ti-
rosina quinasa; algunas de ellas pueden responder a
Imatinib (Gleevec). Por ejemplo se han publicado
varios ensayos clinicos de tratamiento del dermato-
fibrosarcoma protuberans mediante Imatinib, con
una excelente tasa de respuesta®; recordemos que
este tumor sobre expresa unatirosin quinasa frente a
la que Imatinib tiene una intensa accién®. Otras pro-
teinas quiméricas se beneficiaran probablemente de
farmacos nuevos (Tablall).

Deteccion de enfermedad residual

La RT-PCR es extremadamente especifica y sen-
sible, y permite la deteccidn de niveles muy bajos de
células tumorales, incluso cuando se presentan mez-
cladas con un nimero ato de células normales, co-
mo ocurre en las muestras de médula 6sea o de san-
gre periférica. Se trata por tanto de un método muy
sblido para realizar un estadiaje molecular o para
monitorizar la respuesta al tratamiento. Puesto que
€l estadio tumoral es la variable con més valor pro-
nostico en los sarcomas, la determinacion mediante
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RT-PCR de la presencia de células con transcritos
quiméricos tiene una aplicacion clinica de indudable
potencial. De hecho cabe suponer que algunos pa-
cientes cuya enfermedad aparece localizada, puedan
tener un pronéstico desfavorable debido a la presen-
cia de enfermedad metastasica minima no detectable
mediante métodos tradicionales. Existen por gem-
plo varios grupos que demuestran que la deteccion
de céulas con fusiones EWS-FLI1 0 EWS-ERG en
sangre periférica 0 médula 6sea de pacientes con en-
fermedad localizada se asocia a la presencia de pro-
gresion tumoral o recidivas sistémicas de tumor de
Ewing*. Se han observado resultados similares me-
diante la deteccion de fusiones PAX3-FKHR, carac-
teristicas del rabdomiosarcoma alveolar*?. Hace fal-
ta, sin embargo, responder todavia a un gran nimero
de cuestiones metodol6gicas y clinicas para conocer
qué implicaciones prondsticas y terapéuticas tiene la
deteccion de enfermedad circulante mediante RT-
PCR.

Utilidad diagnéstica principal: presentaciones
clinicasinhabituales

Es evidente que e diagndstico anatomopatol 6gico
de la mayoria de los sarcomas se realiza sin dema-
siadas dificultades cuando se presenta en su contex-
to clinico-patoldgico habitual (edad, localizacién,
etc). Sin embargo el estudio de las fusiones génicas
en muestras clinicas es de gran utilidad cuando las
neoplasias tienen una presentacion clinica poco ha
bitual (Figura 4). Por citar €l gemplo del tumor de
Ewing, su diagndstico se puede confirmar mediante
las técnicas moleculares cuando aparece en localiza-
ciones primarias poco habituales (p.g. epifisis 6sea,
rifion, piel), o en grupos de edad no convencionales
(inferior a5 afios, superior a40 afios)’.

Otras utilidades; clasificacion de entidades

1. Hoy aceptamos que €l sarcoma de Ewing y €l
Tumor neuroectodérmico primitivo periférico
(TNEP) de hueso y tejidos blandos son la misma
entidad, con un grado variable de diferenciacién
neural, debido, fundamentalmente, a que com-
parten una misma fusién (por ejemplo EWS-
FLI11, por citar la més frecuente)®.

2. Las fusiones TLS-CHOP estan presentes tanto
en el liposarcoma de células redondas como en

Figura 4. La deteccion de translocaciones es particularmente
atil en la rutina diagnéstica cuando los sarcomas aparecen
en situaciones clinicopatol 6gicas poco comunes.

La composicion refleja 4 casos de sarcoma sinovial. El primero
corresponde a un sarcoma sinovial pobremente diferenciado
en €l tobillo de un nifio de 5 afios; el diagndstico diferencial
incluia un mioepitelioma de partes blandas y un tumor de
Ewing. El caso 2, que corresponde a una nifia de 7 afios, te-
nia un patron hemangiopericitoide llamativo, y en el diag-
nostico diferencial se incluia un hemangiopericitoma infan-
til. El caso 3 afectaba a los tejidos blandos de la pierna de
una mujer de 24 afios, y correspondia a un tumor de células
redondas en buena parte necrético; se sospechaba que pudie-
ra ser un tumor de Ewing. El caso 4 es un sarcoma sinovial
que crece en la mandibula de un varén de 66 afios. La ima-
gen 5 muestra el estudio de RT-PCR para las fusiones SYT-
SSX2; en todos |os casos se observa una amplificacion de un
segmento de 110 pares de bases. Se usaron los adecuados
controles negativos de la RT. La imagen 6 muestra el estu-
dio de FISH del caso 1 con sondas de rotura de EWS (ver
explicacion en el texto), mostrando que EWS no esta reorde-
nado en este tumor. Laimagen 7 muestra un estudio analogo
parael caso 3.

el liposarcoma mixoide, lo que confirma que se
trata de la misma entidad, algo que ya era de su-
poner puesto que muchas veces se ven tumores
que contienen &reas con |os dos patrones.

3. Lamayoria de los condrosarcomas mixoides ex-
traesquel éticos tienen la fusion EWS-CHN, que
esta ausente en los condrosarcomas mixoides
Oseos. Este hecho, unido a ciertas diferencias
clinicopatol dgicas sugiere que se trata de entida-
des diversas.
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4. Algunos rabdomiosarcomas indiferenciados, con
un patron de crecimiento solido, que podrian ser
diagnosticados como embrionarios, aparecen en
localizaciones y grupos de edad tipicos del rab-
domiosarcoma alveolar. Tienen ademés lafusion
PAX3-FKHR, tipica de este Ultimo, y represen-
tan probablemente la variante solida del rabdo-
miosarcoma alveolar.

5. El tumor desmopléasico de células pequefiasy re-
dondas, no solo es peculiar por su presentacion
clinica en forma de nédul os peritoneales en ado-
lescentes varones, y por tener un inmunofenctipo
divergente, sino también porque su tienen unafu-
sion génica caracteristica, EWS'WT1, fue descri-
ta précticamente ala vez que la entidad tumoral.

Falsos positivos y falsos negativos

Aungue la correlacion entre tipos tumorales y ti-
pos de fusiones es la regla, de vez en cuando se en-
cuentran articulos en los que se informa de la detec-
cion inesperada de cierta fusion génica en cierto ti-
po tumoral. Ante un hallazgo de este estilo las si-
guientes preguntas pueden ayudar a evaluarlo criti-
camente®.

1. ¢Se ha utilizado la técnica molecular adecuada?
Me refiero especialmente al uso de los controles
positivos y negativos adecuados que descarten
una contaminacion. Por gemplo a realizar una
RT-PCR conviene, ademéas de emplear un con-
trol en el que se incluya agua en lugar de mues-
tra, otro control en € que estén presentes todos
los componentes necesarios excepto los enzimas
necesarios parala amplificacion.

2. ¢Seconfirmael hallazgo mediante el empleo de
varias técnicas alternativas? Es aconsejable, si
hay material disponible, e confirmar los resulta-
dos de una PCR que muestre resultados inespe-
rados realizando un FISH.

3. ¢Cudles han sido los criterios empleados para
realizar €l diagnostico? Especialmente en tumo-
res poco frecuentes los criterios pueden variar
entre diversas instituciones o grupos de trabgjo.

4. ¢Cud es el significado bioldgico de la deteccion
de dichas fusiones? Especialmente cuando se
utilizan técnicas muy sensibles el investigador
puede estar empleando un umbral de deteccion
demasiado bajo para que los resultados tengan
valor bioldgico.
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5. ¢Existe una confirmacion independiente de los
hallazgos por parte de otro grupo? Este es €l cri-
terio de mayor relevancia.

La presencia de un resultado negativo inesperado
puede deberse a la mala calidad del material, con
extensa necrosis, por eiemplo, o alapresenciadein-
hibidores tisulares de la reaccion de PCR, o a que
las translocaciones tengan un patrén complejo, que
se detecte mejor mediante citogenética o FISH.

I1. Aplicacion al diagnéstico.
Mutaciones puntuales

M étodos de deteccion

Para |os estudios mutacionales el material de par-
tidaes el ADN. Puesto que éste se encuentra preser-
vado tanto en material congelado como en el conte-
nido en los bloques de parafina, es relativamente
sencillo realizar estudios retrospectivos para la de-
teccion de mutaciones. La mayor parte de las técni-
cas de deteccién de mutaciones se basan en la PCR.
Una PCR abarca habitualmente unos pocos cientos
de pares de bases, por 10 que hacen falta numerosas
reacciones para poder estudiar por completo un gen
determinado. Algunos de los genes que pueden mu-
tarse en sarcomas, como por g emplo RB, son gran-
des, y las mutaciones se pueden encontrar en cual-
quier area del gen, mientras que por gemplo en €
caso de p53, que es un gen relativamente pequefio,
el estudio mutacional es més sencillo porque las mu-
taciones tienden a concentrarse en puntos concretos.
En otros genes, como c-kit, se da una situacion in-
termedia. Existen técnicas que permiten realizar un
cribaje de mutaciones en productos de PCR, como
el SSCP (polimorfismo de la conformacién de la ca-
dena simple de ADN), pero en ultimo término la
prueba de referencia es la secuenciacién del ADN.
Esta se puede realizar hoy mediante secuenciadores
automatizados de gran rendimiento. Otra posibilidad
es el empleo de microarrays de alta densidad de oli-
gonucledtidos; agunos de €llos pueden Ilevar incor-
poradas ciertas mutaciones puntuales. EI ADN de la
muestra problema se hibrida con el array, y cual-
quier alteracion en el patrén de hibridacién con res-
pecto al de la hibridacion de una secuencia “normal”
informa sobre el tipo y localizacion de las mutacio-
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nes. Por ultimo un método indirecto de detectar mu-
taciones activantes (como la de c-kit en €l GIST) es
la inmunohistoquimica. Esta técnica detecta la so-
breexpresion de proteina KI T, que es un resultado de
la mutacion activadora del gen c-kit, de la que ha-
blaremos en €l apartado siguiente.

Importancia préactica de la deteccion
de mutaciones en sarcomas

Imagino que al lector este titulo le evoca € gem-
plo de los tumores del estroma gastrointestinal
(GIST). De ser un tumor préacticamente desconocido
hasta el afio 2000, a pesar de haberse descrito unos
diez anos antes, se ha constituido como el mejor
gemplo de la aplicacion clinica de la deteccion de
mutaciones en sarcomas debido a la posibilidad de
tratamiento con Imatinib. Muchos GIST expresan la
oncoproteina KIT activada de manera constitutiva.
La activacion de dicha proteina no depende ya de la
union a su ligando, sino que la proteina KIT en el
GIST sufre una serie de cambios estructurales que
favorecen su activacion mediante autofosforilacion y
oligomerizacion incluso en ausencia de ligando. En
ausencia de ligando, la proteina KIT normal es un
mondmero en que ciertos dominios, fundamental-
mente el yuxtamembrana (exén 11) inhiben la activi-
dad quinasa. La activacion tiene lugar cuando SCF
interactta con KIT originando su autofosforilacion.
Esta elimina la conformacién estructural inhibitoria
basal de KIT, y origina una fosforilacion de KIT y
de sus sustratos. Hay evidencia, sin embargo, de un
pequefio nimero de GIST en que existen otros me-
canismos de activacion, como las mutaciones pun-
tuales en PDGFRA*,. Existen también algunos ca-
sos, negativos para KIT mediante inmunohistoqui-
mica, en los que se observan mutaciones de c-kit o
de PDGFR en exones compatibles con una respuesta
a Imatinib, con lo que existen pacientes en los que
merece la pena administrar Imatinib aln a pesar de
carecer de inmunorreactividad para KIT#; se tratade
tumores que surgen en € epiplén y que tienen mor-
fologia epitelioide. Puede darse también el caso in-
verso; existe un grupo de GIST que surgen en pa-
cientes con neurofibromatosis tipo 1, que carecen
completamente de mutaciones de c-kit o PDGFR pe-
ro que puede tener inmunorreactividad para KIT.

Las mutaciones activadoras de KIT, tal y como se
observan en e GIST, podrian dividirse en dos gran-
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Figura 5. Patologia Molecular de un GIST de intestino delgado
en una mujer de 68 afios.

A. Imagen macroscopica que muestra una masa carnosa que in-
vade la pared del intestino (fotografia cortesia del Dr. Pablo
Gonzalvo, Hospital de Jarrio, Asturias). B. El tumor tenia nu-
merosas mitosis y de manera focal era epitelioide. C. Inmu-
norreactividad para proteina KIT total en las células tumora
les. D. Inmunorreactividad usando un anticuerpo especifico
para detectar la forma fosforilada (activa) de KIT (residuo
fosforilado Tyr"®), mostrando una reactividad algo més dé-
bil. E. El tumor tenia una mutacién puntual en el exén 11 de
c-kit (codon 557, T sustituida por C). F. Andlisis mediante
Western blot que muestra que €l tumor (calle 1) y otros casos
de GIST mostraban activacion de las vias de sefializacion de
MAPK y AKT, sugiriendo otras posibles dianas terapéuticas.

des grupos®’. En primer lugar las que afectan a los
dominios quinasa, es decir, ala actividad enzimética.
En segundo lugar las que afectan alas secuencias re-
guladoras (p.gj. a los dominios yuxtamembrana) y
que por tanto no afectan a la actividad enzimética.
La distincién entre ambos tipos de mutaciones es
importante porque la inhibicién de KIT por parte de
ciertas moléculas terapéuticas como Imatinib (Glee-
vec) depende de lalocalizacion de las mutaciones de
KIT. Imatinib actda uniéndose a los dominios quina-
sa 0 enzimaticos. Se comprende que cuando c-kit
tenga mutaciones que afecten alos dominios quinasa
0 enziméticos, Imatinib no seré eficaz a no encon-
trar un dominio quinasa intacto sobre € que actuar.
Buena parte del éxito de Imatinib en el GIST radica
en el hecho de que la mayor parte de las mutaciones
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activadoras de KIT tienen lugar en el dominio regu-
lador yuxtamembrana, o que no afecta a los lugares
de union de Imatinib. De esto se deduce que el cono-
cer lalocalizacion de las mutaciones de c-kit en un
tumor concreto puede ser Util para predecir la res-
puesta del tumor a ciertos inhibidores de KIT (Figu-
ra 5). De hecho, en una serie de pacientes de GIST
incluidos en un ensayo en fase | con Imatinib, se ha
visto gque los pacientes con mutaciones en € exon 11
de c-kit tienen un grado de respuesta a Imatinib ma-
yor que aquellos que tienen mutaciones en otros
exones o0 que, simplemente, no tienen mutaciones de
dicho gen®. Anaogamente, dos tercios de los pa-
cientes con GIST y mutaciones en PDGFRA carecen
de respuesta a Imatinib al estar las mutaciones situa-
das en los dominios tirosina quinasa®.

De modo analogo a lo que hemos explicado antes
en el tumor de Ewing o en el sarcomasinovial, €l ti-
po y localizacién de las mutaciones de c-kit en el
GIST puede tener también valor prondéstico. Por
ejemplo en un estudio que incluye pacientes con
GIST no tratados con Imatinib, ademés de los facto-
res prondsticos clasicos, como el tamafio tumora o
e nimero de mitosis, los autores hallan que los pa-
cientes cuyos tumores tienen mutaciones puntuales,
gue afecten a un solo codén, en el exon 11 de c-kit,
tienen un pronadstico significativamente mejor que el
de los pacientes cuyos tumores tienen cualquier otra
mutacion, incluyendo mutaciones relativamente ex-
tensas del ex6n 11 (deleciones o duplicaciones que
afectan varios codones)®. Estos resultados sugieren
gue el tipo de mutacion es un factor prondstico inde-
pendiente en el GIST.

Mas ala de los GIST, otros gjemplos de aplica-
cién prondstica de la deteccion de mutaciones en
sarcomas se encuentran en el sarcoma sinovial, don-
de se observa sobreexpresion de receptores tirosina
guinasa como EGFR o HER2%, o la previamente
comentada de mutaciones de p53 y deleciones de
INK4A en tumor de Ewing®.

[11. Aplicacion al diagnostico.
Técnicas de expresion multiple
Técnicas de expresién multiple

Aungue las técnicas de andlisis masivo de gené-
micay protedmica pueden emplearse para el cribgje
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de mutaciones o la deteccion de polimorfismos, la
aplicacion més directa en el campo de los sarcomas
es la del estudio de los perfiles de expresion génica.
Aungue todas las células tienen los mismos genes,
sblo el 5% de los genes estan activos en una deter-
minada célula en un determinado momento. Por tan-
to el estudio de la expresion génica mediante técni-
cas de expresién multiple da una informacion privi-
legiada sobre la funcion y el estado de una célula
normal o tumoral. Sea cual sea latecnologia emple-
ada en los estudios de expresion multiple (arrays de
cADN, o de oligonucledtidos) conviene comentar
gue €l resultado obtenido consiste en el nivel de ex-
presion relativo de una muestra problema respecto a
ladel control. Es decir, representa |os cambios cuan-
titativos en la expresion del gen problema entre dos
muestras diferentes. Estas diferencias pueden ser de
hasta varios cientos de veces. La gran cantidad de
datos obtenidos requiere la aplicacion de técnicas de
bioinformaética para intentar agrupar las muestras
problema estudiadas seguin la similaridad de sus pa-
trones de expresion. Existen dos sistemas de agrupa:
miento Ilamados supervisado o no supervisado. En
los sistemas de agrupamiento supervisado se tiene
en cuenta algun conocimiento previo sobre los obje-
tos analizados (p.€gj. diagnostico anatomopatol gico)
para realizar una comparacion entre dos grupos de
tumores gue difieren en una caracteristica concreta
(p.g liposarcoma vs. leiomiosarcoma, buena res-
puesta vs. mala respuesta). El andlisis no supervisa-
do, en cambio, se lleva a cabo sin tener en cuenta
ningun dato conocido previamente para evitar cual-
quier sesgo en la clasificacion®?.

Aplicaciones de las técnicas de expresion multiple

Existen todavia pocos estudios que empleen esta
tecnologia en sarcomas. Por ggemplo Nielsen y cols.
emplearon varios tipos de microarrays de CADN pa-
ra analizar 46 muestras de sarcomas de todo tipo®.
Realizando en primer lugar un estudio no supervisa-
do encuentra 5 grandes grupos de genes que se ex-
presan de manera coordinada. Tres de ellos corres-
pondian a los GIST, sarcomas sinoviales y schwan-
nomas, el cuarto a un grupo de leiomiosarcomas, y
el quinto a un grupo heterogéneo de tumores que in-
cluia todos los histiocitomas fibrosos malignos, li-
posarcomas pleomorficos y un segundo grupo de
leiomiosarcomas. Es confortante, aunque no sor-
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prendente, que un andlisis no supervisado con dece-
nas de miles de genes reproduzca bastante bien la
clasificacion de los sarcomas que los patologos vie-
nen empleando en los Ultimos 100 afios; este andlisis
pone, no obstante, de manifiesto, que lo que hoy lla-
mamos histiocitoma fibroso maligno es no es una
entidad en si, sino que representa un grupo de sarco-
mas de ato grado en el que también se encuentran
liposarcomas o leiomiosarcomas pleomorficos. En
segundo lugar Nielsen emplea un andlisis supervisa
do (es decir, teniendo en cuenta el diagnéstico), para
ver qué genes diferencian un tipo de tumor de otro.
En este estudio se encuentran genes que codifican
para proteinas ya conocidas y empleadas para el
diagnostico diferencial de los sarcomas mediante in-
munohistoquimica (p.gj. KIT para e GIST, o S-100
para los schwannomas), pero se hallan también de-
cenas de genes cuya expresion diferencial se desco-
nocia hasta ahora, y que por tanto podrian comenzar
aemplearse a partir de ahora en el diagndstico dife-
rencial.

Existen estudios mas bien dirigidos a grupos con-
cretos de tumores, como un estudio reciente que
apoya la clasificacion del sarcoma de células claras
de partes blandas como un subtipo de melanoma
gracias a sus perfiles de expresion®. Otros estudios,
sin embargo, ofrecen resultados contradictorios, por
gemplo en lo que respecta a la diferenciacion entre
el sarcoma sinovial y el tumor maligno de las vainas
de los nervios periféricos (schwannoma maligno).
Mientras que el estudio anteriormente mencionado
de Nielsen y cols™ los separa, existe un articulo casi
simulténeo™ en el que aparecen asociados en € mis-
MO grupo.

Una nueva generacion de estudios parece mostrar
mas utilidad préactica. Por ejemplo un estudio brita-
nico® es capaz de hallar unos pocos genes cuyo ni-
vel de expresion estratifica en el momento del diag-
nostico a los pacientes con |eiomiosarcomas en dos
grupos con una probabilidad netamente diferente de
producir metéstasis en el curso de su enfermedad.
Un estudio que incluye 29 rabdomiosarcomas (alve-
olares y embrionarios) bien caracterizados desde el
punto de vista citogenético, halla un grupo de genes
que diferencia ambos subtipos, y, lo que es mas inte-
resante, halla un nuevo tipo de translocacion al estu-
diar de nuevo a un paciente que no mostraba trans-
locaciones conocidas pero se agrupaba junto a los
rabdomiosarcomas aveolares™. Un articulo que pro-

fundiza en el perfil genébmico de los condrosarco-
mas mixoides extraesquel éticos han sefialado que
este tumor tiene alta expresion de PPARG, para €l
gue existen inhibidores especificos, y podria ser una
diana terapéutica®.

¢Lastécnicas de expresion multiple son el fin
de la Patologia Quirargica?

Las técnicas de expresién multiple han de verse
como un complemento potencialmente Util alas téc-
nicas diagnosticas habituales®. El propdsito de la
tecnologia microarray no es el de clasificar tumores
que puedan clasificarse por métodos méas sencillos,
baratos y convencionales, sino el de buscar a nivel
gendmico, marcadores que den informacion nueva
de tipo prondstico o terapéutico®. Un planteamiento
en el gue las técnicas convencionales se vean susti-
tuidas por las nuevas técnicas de patologia molecu-
lar no nos parece, a menos a corto 0 medio plazo,
prabable.

Las contradicciones en los resultados de los estu-
dios de gendmica a las que nos referiamos antes re-
flgjan las limitaciones que presentan hasta ahora es-
tas técnicas, todavia muy caras, disponibles en po-
cos centros, en las que la reproducibilidad se afecta
por €l tipo de arrays empleados, los controles em-
pleados, o el muestreo realizado en las muestras tu-
morales. Un estudio muy interesante y que se publi-
co recientemente® hace reflexionar sobre el efecto
gue el muestreo de los tumores tiene en la reprodu-
cibilidad de los estudios de microarrays. A este res-
pecto conviene hacer notar que un papel importante
del patdlogo es el de hacer ver que los sarcomas (y
cualquier otro tipo de tumor) son entidades hetero-
géneas en su morfologiay en sus caracteristicas mo-
leculares y que por tanto es clave para la calidad de
un experimento el seleccionar cuidadosamente las
areas tumorales a estudiar. Por otro lado conviene
recordar que los resultados de los estudios de expre-
sién multiple no son un fin en si mismos, y que de-
ben ser validados mediante RT-PCR o inmunohisto-
quimica sobre secciones de tejido.

Dicho esto creo también que las técnicas de ato
rendimiento, gendmicas y protedmicas, que permi-
ten e estudio masivo de muestras tumorales huma-
nas, van atener previsiblemente un profundo impac-
to en la clasificacion de los sarcomas, proporcionan-
do nuevos marcadores diagndsticos, pronosticos y
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de respuesta a f&rmacos. Para que se produzca este
impacto en el diagnostico, sin embargo, hay que
contar con herramientas facilmente empleables en €l
ambito clinico, es decir, cuya informacion se pueda
integrar con facilidad con la generada por las plata-
formas ya existentes. Las plataformas actuales, por
gemplo, no son directamente aplicables a la rutina
diaria diagnostica de un Sistema Naciona de Salud
como €l nuestro. La introduccion de la gendémica y
protedmica en el campo clinico, probablemente, po-
dra realizarse a corto plazo através del disefio y va
lidacién de marcadores que empleen las plataformas
tecnol6gicas ya existentes en dicho medio como la
inmunohistoquimica, €l FISH o la citometria de flu-
jo, y solo amedio plazo mediante €l disefio y valida-
cion de nuevas herramientas gendmicas 'y protedmi-
cas. Dicho de otro modo, es previsible que, por
gemplo, parte del gran nimero de marcadores deri-
vados de los estudios de microarrays se adapten me-
diante lainmunohistoquimica a contexto clinico-pa-
tolégico mediante el desarrollo de nuevos anticuer-
pos que se puedan emplear en material parafinado.
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