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1. INTRODUCCION






1.1. PREAMBULO

Los tumores 0seos y de partes blandas son neoplasias que aunque no tienen una
elevada incidencia, son neoplasias agresivas de crecimiento rapido, muchos de
ellos aparecen en nifios y adultos jovenes y su prondstico continua siendo pobre o
infausto en la mayoria de casos " 2. Por otro lado, estos tumores siguen siendo a
dia de hoy, un reto diagnéstico para los patélogos en nuestros laboratorios, ya
que suelen ser tumores heterogéneos y/o muy indiferenciados, donde las técnicas
inmunohistoquimicas pueden ser ambiguas y no concluyentes. Ademas, el hecho
de que muchos de estos tumores aparezcan en el hueso, confunde al patélogo
que se pregunta si realmente el material osteoide que observa en el tumor es
producido por él, o sea tal vez hueso normal o reactivo infiltrado por la neoplasia
3.

Asi mismo, han sido objeto de estudio por muchos grupos de trabajo tratando de
explicar su etiopatogenia a través de estudios de biologia molecular donde en
muchos de ellos se ha descubierto alguna mutacién o translocaciéon especifica
que en muchos de nuestros casos en la practica diaria, acaba siendo la prueba
diagnostica definitiva y concluyente ** °. En ocasiones incluso, estas mutaciones
han sido de gran utilidad para utilizar dianas terapéuticas como es el caso
concreto del GIST (tumor del estroma gastrointestinal) donde el imatinib mesilato
(Glivec®) inhibe un receptor tirosin quinasa mutado actuando sobre la masa
tumoral de forma especifica °. Por ello, se hace indispensable un estudio intensivo
de su biologia en busca de nuevas dianas terapéuticas, para mejorar la
supervivencia, que es actualmente desfavorable en estadios Il y Il de la
enfermedad y ademas la presencia de metastasis (estadio V) se asocia a un
pronostico infausto en la mayoria de los casos 2.

La angiogénesis tumoral ha sido estudiada por muchos grupos de trabajo tratando
de hallar los factores moleculares que regulan este proceso y las posibles dianas
terapéuticas que se pueden derivar para evitar el crecimiento y la expansion
tumoral. Este fenbmeno se ha visto relacionado con la aparicion, desarrollo,
invasion y metastasis tumorales ’.

En los udltimos afos, el papel del sistema inmune y los procesos inflamatorios
también han sido objeto de numerosos estudios en algunos tumores ®'!, pero no

tanto en los tumores de partes blandas y hueso '?. Se ha visto concretamente el
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papel que juega los fendmenos inflamatorios a través de las quimiocinas que se
expresan en el “microambiente tumoral” por las células inflamatorias y tumorales
asi como su implicacion en el proceso de angiogénesis tumoral .

Dentro de toda la variedad de tumores de partes blandas y hueso, nos hemos
centrado en el estudio del sarcoma de Ewing, condrosarcoma de alto grado,
osteosarcoma osteoblastico, tumor del estroma gastrointestinal (GIST) y sarcoma
sinovial monofasico fibroso. Todos ellos, tumores agresivos, de biologia vy
comportamiento clinico variado, y que alguno de ellos ha sido objeto de estudio
molecular en relacion a los procesos de inflamacién y angiogénesis '2.

Lo que se propone en el presente estudio es analizar los cambios morfologicos, la
expresion de CXCL1/2/3, CXCL9 y CXCL10, y sus respectivos receptores
relacionados directamente en los procesos de proliferacion tumoral, angiogénesis

13

y metéstasis 7, y por ultimo la expresibn de genes relacionados en estos

procesos en los primeros estadios de crecimiento neoplasico ’. Para ello,
analizaremos el papel que desempefian durante las primeras fases de
crecimiento tumoral escogiendo un modelo mixto: sarcoma humano en

crecimiento in vivo mediante xenoinjertos en ratones atimicos.

1.2. MODELOS EXPERIMENTALES EN SARCOMAS DE HUESO Y PARTES
BLANDAS

La intencién de este capitulo no es una revisién exhaustiva de cada tipo tumoral
sino un pequefio resumen de los distintos tumores utilizados en los experimentos
de angiogénesis en xenotrasplantes realizados por nuestro grupo, de las
caracteristicas morfologicas, inmunohistoquimicas y moleculares con una

pequefa introduccion histdrica en algunos de ellos.
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1.2.1. SARCOMA DE EWING
1.2.1.1. Evolucion histérica

Ha habido una evoluciéon importante en los conceptos y la histogénesis en
relacion al sarcoma de Ewing (ES) y el tumor neuroectodérmico primitivo (PNET)
14-16

En 1979, Askin y colaboradores describieron el “tumor de células pequeias
maligno de la regién toraco-pulmonar” ( tumor de Askin) que tenia caracteristicas
histoldgicas similares pero con un perfil clinico-patolégico tnico '. Con la llegada
de la inmunohistoquimica, citogenética, y las técnicas de genética molecular, es
casi universalmente reconocido que estos tumores representan el espectro

morfoldgico conocido como la familia del tumor ES/PNET ' 1718,

1.2.1.2. Epidemiologia

El ES/PNET es un tumor relativamente poco frecuente, es el 6-8% de los tumores
6seos malignos primarios y es menos comun que el mieloma, osteosarcoma y
condrosarcoma. Es el segundo sarcoma mas frecuente de hueso y partes blandas

en nifios 2.

La mayoria de los pacientes con ES/PNET son adolescenes o adultos joévenes,
teniendo la mayoria menos de 30 afios de edad. Hay una cierta predileccién por
varones en una proporcion de 1.4 a 1, y la enfermedad es muy poco comun en
negros 2519 No hay pruebas de una predisposicion familiar o una asociacién con

factores medioambientales.
1.2.1.3. Macroscopia
El tumor en hueso y partes blandas es grisaceo y frecuentemente presenta areas

hemorragicas y necréticas. El tejido semifluido amarillento y necrético obtenido

intramedularmente o de una lesién subperiostal en una biopsia abierta podria ser
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interpretado errbneamente como pus por los cirujanos. Algunos tumores de partes

blandas se encuentran asociados a grandes nervios periféricos.

Figura 1.1. Imagen macroscoépica de ES 6seo, destruyendo la capa cortical 6sea.

1.2.1.4. Microscopia Optica

La imagen histolégica caracteristica del ES tipico consiste en células redondas
llamativamente uniformes que se disponen agrupadas en un patrén lobular. Cada
célula individual tiene un nudcleo redondo u ovalado de 10-15 pm de diametro, con
una membrana nuclear nitida, cromatina finamente pulverulenta y uno o dos
nucléolos pequefios o inaparentes. No existen células gigantes multinucleadas. El
citoplasma es escaso, palido y mal definido y, en muchos casos, muestra una
vacuolizacién irregular debido a depésitos intranucleares de glucégeno. Este
glucdgeno intracelular se encuentra en la mayoria de los casos, pero su cantidad
es muy variable de un tumor a otro y a veces entre distintas partes de un mismo
tumor. Ademas las gotitas de glucoégeno pueden comprimir y provocar marcas en
el nucleo. El numero de mitosis es variable, y en muchos casos su escasez
contrasta con el aspecto inmaduro de las células neoplasicas > "> 1922,

En algunos tumores, las células muestran nucleos de tamafio algo mayor con
frecuentes nucléolos prominentes, caracteristicas que definen al ES atipico o de
“células grandes” 9202223

ElI PNET tipico, que representa alrededor del 15% de los casos, esta formado por
sabanas o lobulos de células redondas, pequefas, con nucleos redondos u
ovalados muy tefidos. El citoplasma esta muy poco definido salvo en las areas de

células mas maduras y las extensiones citoplasmaticas alargadas de tipo velloso
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confluyen para formar rosetas. Algunos raros ES/PNET pueden mostrar signos de

diferenciacion cartilaginosa u 6sea > 1% 24,

e 08 e 7 Sl (PR y
?.!1(3{\‘1.--.- 3 IR el g 0s

Figura 1.2. Histopatologia clasica del ES, 200X(A) y 400X(B). H&E.
1.2.1.5. Inmunohistoquimia

Durante muchos afios, el diagnéstico de ES/PNET era esencialmente un
diagnoéstico de exclusion desde el punto de vista inmunohistoquimico. Sin
embargo, desde principios de los afios noventa, numerosos estudios han
confirmado la utilidad del producto del gen MIC2 (antigeno HBA71, glucoproteina
p30/32 o CD99) en el reconocimiento de este grupo de tumores, confirmando la
gran sensibilidad de este marcador en la familia ES/PNET > ' 2% El MIC2 es un
gen seudoautosomico localizado en los brazos cortos de los cromosomas
sexuales; su producto es una glucoproteina de membrana (CD99) que puede
detectarse con técnicas inmunohistoquimicas utilizando distintos anticuerpos
como son 12E7 y O13. Aunque en un principio se crey6 que era muy especifica
de la familia ES/PNET, se ha demostrado que la practica totalidad de los demas
tumores de células redondas que entran en el diagnéstico diferencial, entre ellos
los linfomas y sobre todo el linfoma linfoblastico T % y el linfoma linfoblastico de

| 28 el carcinoma de células

precursores B #’, el carcinoma de células de Merke
pequefias %°, el rabdomiosarcoma 197, el osteosarcoma de células pequefias >, el
tumor desmoplasico de células redondas *, y el condrosarcoma mesenquimal *'
pueden mostrar a veces inmunorreactividad de membrana para CD99. Por tanto,
aunque las técnicas inmunohistoquimicas para CD99 son muy sensibles en el
reconocimiento de la familia tumoral ES/PNET, este marcador debe usarse

siempre dentro de una bateria de técnicas ya que su especificidad no es

21



completa. Teniendo en cuenta la rareza de la negatividad del CD99 en los
ES/PNET, los casos sospechosos deben confirmarse con técnicas de biologia
molecular antes de establecer un diagndstico definitivo®.

Muchos ES/PNET se tifien también con marcadores neurales, entre ellos la
enolasa neuronal especifica, Leu-7, la proteina S-100, la sinaptofisina y PGP9.5
3. Aunque los PNET tienden a expresar uno o varios de estos marcadores
neurales con mayor frecuencia que el ES tipico, la superposicién es importante.
No tenemos que olvidar que en muchos de los casos publicados la expresion
inmunohistoquimica de los marcadores neurales es sélo uno de los criterios para
diferenciar los casos de ES tipico de los de PNET, lo que vuelve a la conclusién
anterior. Ademas, no se ha demostrado que la magnitud de la inmunoexpresién
de estos antigenos neurales esté relacionada con un tipo especifico de fusion del
gen EWS 3% Es tipico que las células tipo “adamantinoma” expresen con
intensidad AE1/AE3 e incluso pueden tefdirse con anticuerpos frente a las

® lo que probablemente se debe a la

32,35

citoqueratinas de alto peso molecular
diferenciacion epitelial compleja de esta variante
Como se describe con detalle mas adelante, FLI/1, un miembro de la familia ETS
de factores de transcripcion de union al ADN, interviene en la traslocacion t(11;22)
frecuente en el ES/PNET. Se han desarrollado anticuerpos policlonales frente a la
proteina FLI1, y se ha encontrado positividad nuclear frente a ella en el 71% al
84% de los casos de ES/PNET % 3", Aunque no es tampoco especifico de este

tumor® 3638,

Figura 1.3. Tincion inmunohistoquimica membranosa de CD99 tipica en ES, 200X.
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1.2.1.6. Biologia molecular

Estos tumores se caracterizan por presentar una anomalia citogenética comun a
todos ellos, t(11;22(q24;q12) * *° en el que esta implicado el gen EWSR1 en el
locus 22q12 en casi todos los ES/PNET ¢ 23241 Aunque en la actualidad se han
descrito otras translocaciones que implican el gen EWSR1 con otras regiones
cromosémicas, incluso se ha visto que algunos pocos ES atipicos tampoco
incluyen la translocacion de EWSR1 ¢ 42,

Con relacion a los genes de fusién, inicialmente se pensé que la fusion tipo |
(EWSR1/FLI1) parecia estar asociada con buen pronéstico **, aunque
actualmente se ha confirmado que el tipo de fusion no tiene significado pronéstico
16. 44 Recientemente los estudios de hibridacion genémica comparativa (CGH) y
MLPA realizados por los grupos de De Alava asi como Alonso y cols, han
demostrado la presencia de anomalias cromosdmicas con impacto pronostico en
los ES/PNET entre las que se encuentran las ganancias del 1q, 8q y 20, asi como
la pérdida de 16q *> “°. Particularmente la ganancia del 1q y la sobreexpresion del
gen CDT2 se detecté en el 31% de los casos estudiados por Mackintosh y cols. *°,
demostrandose que esta alteracién genética estaba asociada con recaidas, peor

supervivencia global y alta expresion de Ki67.

Figura 1.4. Presencia del reordenamiento del gen EWSR1 en el estudio por FISH de un ES.
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1.2.2. OSTEOSARCOMA CONVENCIONAL
1.2.2.1. Epidemiologia

Es el tumor maligno primario de hueso, no hematopoyético mas comun. La
incidencia estimada es de 4-5 por millébn de habitantes. No parece tener ninguna
predileccién por ninguna raza. El OS es una neoplasia de gente joven *. Mas
frecuentemente aparece en la segunda década de la vida, ya que un 60% de los
pacientes son menores de 25 afios. Aunque un 30% de los pacientes aparecen en
mayores de 40 afios de edad*® *°. EI OS convencional afecta mas a hombres que
mujeres en una proporcion de 3:2. Esta seleccion en el género es todavia mas
acusada en pacientes menores de 20 afios y tiende a ser menos dramatica al
aumentar la edad %% *°.

Suele afectar a huesos largos del esqueleto apendicular, en particular el fémur
distal, tibia proximal, y humero proximal. Tiende a ser una enfermedad de las
metafisis (91%) o diafisis (<9%). La afectacion primaria de la epifisis es

1 Aunque los huesos largos son la localizacion mas

extraordinariamente rara
frecuente, la incidencia relativa de los huesos no largos, como mandibula, pelvis,
vértebras y craneo suele aumentar con la edad. Los OS en partes acras es

extremadamente inusual %% %,

1.2.2.2. Macroscopia

El OS es frecuentemente un tumor grande (> 5 cm), metafisario, carnoso o duro
que puede contener cartilago. Frecuentemente traspasa la corteza y se asocia
con una masa de tejido blando. Algunos OS osteoblasticos suelen ser grisaceos y
aleatoriamente granulares (como piedra pémez), mientras que otros son mas
densos, esclerosados y blanquecino-amarillentos. Los OS condroblasticos suelen
ser de blancos a pardos, poseen una calcificacién variable con una superficie de

corte en carne de pescado o como cuerda *2.
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Figura 1.5. Aspecto macroscépico de un osteosarcoma en la diafisis femoral.

1.2.2.3. Microscopia optica

Es un tumor que suele ser altamente anaplasico y pleomérfico donde las células
tumorales pueden ser: epitelioides, plasmocitoides, fusiformes, ovoides, células
pequefas redondas, células claras, células gigantes mono o multinucleadas o
células fusiformes. La mayoria de casos estan constituidos por mezclas de dos o
mas de estos tipos celulares. Para el diagnéstico de OS es preciso la precisa
identificacion de osteoide. Histol6gicamente, el osteoide es un material denso,
rosado, amorfo y extracelular. Debe ser distinguido de otros materiales
eosinofilicos extracelulares como la fibrina y amiloide. La diferenciacion entre
osteoide y colageno no 6seo es dificil y a veces arbitraria. El colageno no éseo
tiende a ser lineal, fibrilar y comprimido entre células neoplasicas. Por el contrario,
el osteoide es curvilineo con pequefias protuberancias, arborizacion y lo que
parece ser formaciones de lagunas abortivas. El grosor del osteoide es muy
variable donde el mas fino se denomina osteoide en filigrana.

La matriz 6sea tiene también una predisposicion por depositarse sobre trabéculas
O6seas normales preexistentes. Cuando las células neoplasicas se confinan con
grandes cantidades de matriz 6sea, aparecen como pequefas, picnéticas, con
minima atipia. Una caracteristica arquitectural apreciada es la tendencia de los
OS convencionales de crecer en un patron angiocéntrico.

Pueden también producir gran cantidad de cartilago y/o tejido fibroso. Muchos

investigadores subdividen el OS convencional segin la matriz predominante 57
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El algoritmo es: identificar la presencia o no de matriz, si es significativa la matriz
presente, y determinar la forma. Este sistema divide al OS convencional en tres
subtipos: OS osteoblastico (50%), condroblastico (25%) y fibroblastico (25%). La

clasificacion esta en funcién del tumor primario y no tiene ningun valor pronéstico
2,3, 55,57, 58

Figura 1.6. Histopatologia de un osteosarcoma osteoblastico (HE)(100X).

1.2.2.4. Inmunohistoquimia

La ausencia de pruebas reproducibles de hallazgos especificos minimiza el uso
de la inmunohistoquimia y la microscopia electrénica en el OS **%. En ambos
casos su utilidad yace en su habilidad para excluir otras posibilidades
diagnosticas tales como el carcinoma sarcomatoide metastasico y el SS. El OS
puede ser inmunorreactivo para citoqueratina y es frecuente que sea positivo para
actina de musculo liso. Habitualmente tiene una tincién difusa de moderada a
fuerte intracitoplasmatica para CD99. La osteocalcina y osteonectina se han

usado a veces para detectar osteoide > 7+,
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Figura 1.7. Tincion inmunohistoquimica con peroxidasa de osteonectina (200X).

1.2.2.5. Biologia molecular

La mayoria de OS poseen aberraciones cromosémicas clonales. Las alteraciones
son complejas, conteniendo gran cantidad de alteraciones numéricas vy
estructurales *”"°. Aunque no se observa una traslocacion especifica en los OS
convencionales, se ha visto que ciertas regiones cromosoémicas estan

involucradas de manera repetida %%

, pero en general presentan cariotipos
complejos y una gran inestabilidad genética '®.

Algunos de los ultimos trabajos con miRNA se ha mostrado que las rutas de
sefializacion PISK/PTEN/Akt y TGFB estan involucradas en el proceso de
tumorigénesis del osteosarcoma 2.

Hay dos genes supresores bien conocidos que se han visto alterados en el OS,
TP53 en el brazo cromosémico 17p y RB1 situado en 13q *°.

El gen TP 53 esta mutado en el 22% de los OS centrales de alto grado ", pero la
presencia de dicha mutacion no se asocia con el pronéstico clinico, como en otro
tipo de tumores. Se ha publicado que las mutaciones TP53 se correlacionan con
un aumento de la inestabilidad genémica del OS 7°. La amplificacion de MDM2
participa en la misma ruta que p53. MDM?2 codifica una proteina ligasa especifica
E3 para p53, dirigiendo la p53 hacia la degradacion proteosémica. La frecuencia
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en la amplificacion de MDM2 en los OS centrales de alto grado es
aproximadamente del 6% y es mutuamente excluyente de la mutacion en TP53 7.
Checkpoint kinase 2 (CHK2) es necesaria para bloquear el ciclo celular en
respuesta al ADN dafiado, y se activa por fosforilacion mediada por ATM. CHK2
se mostré mutado en 4 de 57 osteosarcomas ’°.

La delecion del gen CDKN2A tiene cierto valor pronostico desde que se ha visto
que los pacientes con esta alteracion tienen un pronéstico muy pobre 7" 8.
Algunos estudios han tratado del papel que juegan las enzimas telomerasas en
los OS, mas concretamente las enzimas TERT y ALT. Esta ultima estda mas
frecuentemente expresada en OS que en otros tipos tumorales 7% &,
Recientemente también se ha publicado un trabajo donde la ruta de sefializacion
de IR/IGF1R se presenta como una posible diana terapéutica in vitro en los OS de

alto grado &',

1.2.3. CONDROSARCOMA
1.2.3.1. Epidemiologia y clasificacion

El condrosarcoma (Ch) es el tercer tumor maligno primario de hueso mas
frecuente, por detras del mieloma y el osteosarcoma. Se trata de un tumor
maligno de tejido que produce cartilago y se divide en dos grandes grupos segun
criterios microscopicos: Ch convencional (el mas comun) y variantes de Ch. Cada
uno de estos grupos comprende distintos tipos, unos definidos segun

caracteristicas microscépicas y otros segun localizaciéon dentro del hueso afecto
82
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La mayoria de los pacientes con Ch convencional tienen entre 30 y 60 afios de

edad. El Ch en la infancia es raro

83, 84 y tiende a estar localizado mas

frecuentemente en las extremidades que en la edad adulta ®. Aunque cualquier

parte del esqueleto puede estar implicada, el hombro y la pelvis son los sitios

afectos mas frecuentes. Los Chs se dividen segun la localizacién en central,

periférico, y yuxtacortical (periostal) .

1.

Ch central: esta localizado en la cavidad medular, normalmente de un
hueso largo o plano ¥". Los huesos pélvicos, costillas (normalmente en
la union costocondral) y la articulacibn del hombro son las
localizaciones mas comunes. Los Chs de los huesos de manos y pies
son excepcionales %2 |os Chs pueden afectar también los huesos
craneales, especialmente el hueso temporal y la base del craneo,
donde el diagnéstico diferencial incluye el cordoma, meningioma vy

tumor glémico de la yugular %% %,

Ch periférico: puede crecer de novo o desde la capa cartilaginosa de
un osteocondroma preexistente. Pacientes con osteocondromatosis
son particularmente propensos a esta complicacion *°. El riesgo de una
transformacion maligna a partir de un osteocondroma solitario se cree
que es de entre 1-2%. Los signos de malignidad de un osteocondroma
incluye aumento del crecimiento durante la adolescencia en un
diametro mayor de 8 cm, y un grosor del casquete cartilaginoso

irregular y mayor de 3 cm.

Ch yuxtacortical (periostal): afecta a los extremos de los huesos largos
(el fémur mas frecuente) y se caracteriza por un patron lobular
cartilaginoso con éareas de calcificaciobn salpicada y osificacion
endocondral %. Este tumor esta estrechamente relacionado con la
entidad denominada como OS periostal. No obstante, varias diferencias
menores en la localizacién, grado microscopico y comportamiento entre

los dos han sido descritos .
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1.2.3.2. Macroscopia

Los Chs poseen una coloracion azul claro o blanco nacarado. Pueden observarse
areas de calcificacion a modo de piqueteado blanquecino. Cuando el Ch es muy
mixoide, la matriz puede licuarse y rezumar cuando el tumor es seccionado. En

ocasiones también puede visualizarse pequefios formaciones quisticas®.

1.2.3.3. Microscopia optica

Microscopicamente, los Chs convencionales de tipo central, periférico o
yuxtacortical muestran un amplio espectro de diferenciacion, el denominador
comun siendo la producciéon de matriz cartilaginosa y la ausencia de formacién
directa de hueso por las células tumorales. Este rango de diferenciacién es la
base para la gradacién de estos tumores en bien, moderadamente y pobremente
diferenciado . El diagndstico diferencial entre un Ch bien diferenciado y un
condroma yace en una combinacién de hallazgos radiolégicos, citologicos y

arquitecturales °.

En un Ch bien diferenciado, los nucleos son grandes e
hipercromaticos; puede haber dos o mas nucleos por célula y dos o mas células
por laguna. Mirra et al.*® han dado énfasis a la permeacion de la médula 6sea con
atrapamiento de hueso laminar sano por todos los lados de un Ch bien
diferenciado como un signo importante en el diagnostico diferencial con el
condroma. Tanto las anomalias arquitecturales como nucleares del Ch se ven con
frecuencia mejor en el margen de expansién del tumor. La correlacion de los
hallazgos microscopicos con la clinica y especialmente los radioldgicos es
esencial. Los tumores grandes de huesos largos o costillas o aquellos que
empiezan a crecer rapidamente en la adolescencia y alcanzan un tamafio de 8 cm
0 mas son casi con seguridad malignos '®. Grados minimos de atipia en las
células cartilaginosas bajo estas circunstancias justifican el diagnéstico de Ch,
mientras que cambios atipicos mayores o parecidos en tumores cartilaginosos de
manos y pies, osteocondromas, osteocondromatosis sinovial y neoplasias de

partes blandas son mucho menos significativas °* %,
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Figura 1.8. Histopatologia de un condrosarcoma de alto grado (200x).H&E

1.2.3.4. Inmunohistoquimia.

Immunohistoquimicamente, los Ch bien diferenciados tienen una expresién similar
a la del cartilago maduro, mientras que los pobremente diferenciados se
asemejan al cartilago fetal '

Inmunohistoquimicamente, de manera significativa se encuentra reactividad para

la proteina S-100 92103,
1.2.3.5. Biologia molecular

Citogenéticamente, se ha detectado amplificacién del oncogen c-myc y expresién
de Her2/neu, c-Fos y los genes c-jun y el oncogen c-erbB-2 %1% |4
sobreexpresion de p53 se limita a los de alto grado (tipos pobremente
diferenciados) '%"''°. De hecho en este tipo de tumores con mutacién de TP53 se

ha visto que la familia de quinasas Src y mas concretamente el gen Fyn
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constituye una potencial diana terapéutica para los condrosarcomas metastasicos
irresecables "1 """,

Por otro lado, se ha visto que las mutaciones en los genes de la familia IDH estan
mas presentes en los Chs centrales que en los periféricos '® ''?. También se han
visto implicados genes de la ruta de sefializacién pRb ''*; IHH/PTHLH/Bcl-2 '¢;
Src, Akt, y PDGFR sin efectividad de imatinib """ "% IGF 5 y sefiales de
estimulacion estrogénica ', hipoxicas "' y glicoliticas "', todas ellas implicadas
con la aparicion de los condrosarcomas. Algunos trabajos también han hablado
de los genes MDM2, SETD2, KDM6A, NF2, SF3B1, TETS2, DNMT3A y TSC1, y
la mutacion del gen COL2A1 en la aparicion de Chs 619,

Recientemente se ha demostrado quimiorresistencia en los Chs con

sobreexpresion de los miembros de la familia Bcl-2 .

1.2.4. SARCOMA SINOVIAL
1.2.4.1. Evolucién histérica

En las primeras descripciones se apunto6 su similitud histoldgica con la sinovial en
desarrollo, pero no existen pruebas de que este tumor se origine a partir de la
sinovial ni de que se diferencie en este sentido. En 1927, Smith utilizé el término

121

de sinovioma '“', aunque el término SS continte siendo el preferido, algunos

autores han propuesto que se cambie el nombre por el de carcinosarcoma o
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incluso por el de carcinoma de células fusiformes de los tejidos blandos, un

término que se ajusta con mayor precision a la esencia de la lesion 2.

1.2.4.2. Epidemiologia

El SS representa entre el 5%-10% de todos los sarcomas de los tejidos blandos
123 124

El SS es mas frecuente en los adolescentes y adultos jovenes de 15 a 40 afios de
edad, aunque con un rango que oscila desde los 6 y 82 afios, con una edad
media de 34 afios ' 126128 129 F| 53 es mas frecuente en varones que en
mujeres, con una relacion media varon/mujer de 1,2:1. No parece tener

predileccion por una raza concreta > 12> 1?7,

Son mas frecuentes en las extremidades, donde tienden a encontrarse en la
vecindad de las grandes articulaciones, sobre todo en la region de la rodilla.
Guardan una intima relacion con tendones, vainas tendinosas y estructuras de
bolsas articulares, en general inmediatamente en los limites de la capsula
articular. Los SSs intrarticulares representan menos del 5% de todos los casos '*°.
Tras las extremidades, la segunda localizacion en frecuencia de los SSs es la
region de la cabeza y el cuello, donde se encuentran entre el 5%-10% de todos
los casos. Alrededor del 5% se originan en el tronco, incluidas las paredes
toracica y abdominal "',

Estos tumores, cuando aparecen en localizaciones raras, suele ser necesario

confirmar el diagndstico con técnicas de biologia molecular 32138,

1.2.4.3. Macroscopia

Las lesiones de crecimiento lento tienden a ser redondeadas o multilobuladas y a
estar muy bien delimitadas; la compresion de los tejidos adyacentes que produce
el crecimiento del tumor hace que este se encuentre recubierto de manera total o

parcial por una seudocapsula brillante. La formaciéon de quistes puede ser una
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caracteristica llamativa, y algunos casos muestran masas multiquisticas ¥ Ala
palpacion son blandos o duros dependiendo de la cantidad de colageno que
contengan. Al corte son de color amarillento o blanco-grisaceo. Pueden alcanzar
un tamafo de 15 cm o incluso mas, pero la mayoria miden entre 3 y 6 cm en el
momento de la intervencion. Las calcificaciones son frecuentes pero pocas veces
se ven a simple vista. Los SSs menos diferenciados y de crecimiento mas rapido
tienden a estar mal delimitados y suelen mostrar un aspecto muy abigarrado a
menudo friable y deshilachado, con multiples areas de hemorragia, necrosis y

formacion de quistes'®® %7,

1.2.4.4. Microscopia dptica

Estos tumores estan formados por dos tipos de células de distinta morfologia:
células epiteliales, similares a las del carcinoma, y células fusiformes a las que a
veces se les llama de manera incorrecta células estromales, parecidas a las del
fibrosarcoma. Las formas transicionales entre las células epiteliales y fusiformes
apuntan a una clara relacion entre ellas, hecho que apoyan los cultivos de tejido y
los estudios ultraestructurales, inmunohistoquimicos y de genética molecular **
138 Dependiendo de la proporcion de estos dos componentes celulares del grado
de diferenciacién, los SSs forman un espectro morfolégico continuo y pueden
clasificarse de manera general en a) tipo bifasico, con componentes epitelial y
fusiforme claros, en proporciones diversas; b) tipo monofasico fibroso; c) tipo
monofasico epitelial, raro; y d) tipo poco diferenciado (de células redondas) 2.
Describiremos tan solo el tipo monofasico fibroso que utilizamos en nuestra

experiencia.

SS monofasico fibroso: es una neplasia relativamente frecuente, cuya
existencia se confirma por la positividad de algunas o de la mayoria de las células
fusiformes con las técnicas inmunohistoquimicas para antigenos epiteliales, por
las caracteristicas ultraestructurales que revelan diferenciacion epitelial y porque
las anomalias de genética molecular y citogenéticas son idénticas a las que se
encuentran en el tipo bifasico, del que soélo representa una forma extrema en su
espectro morfologico, las caracteristicas morfolégicas antes mencionadas de la

porcion fusocelular del tipo bifasico, tales como el aspecto de las células, la
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hialinizacién, la transformacién mixoide, el infitrado por mastocitos, la
vascularizacion de tipo hemangiopericitoma y las calcificaciones focales son

idénticas en el tipo monofasico fibroso 2.

Figura 1.9. Histopatologia caracteristica de un SS bifasico (200x).H&E
1.2.4.5. Inmunohistoquimia

La mayoria de SSs son positivos para queratinas (citoqueratina 8/18,
citoqueratina-7/14/19 y antigeno epitelial de membrana (EMA) "%, Este ultimo
anticuerpo es el Unico marcador epitelial positivo incluso en los sarcomas
sinoviales monofasicos fibrosos '*° '*°. En general, la intensidad de la tincion es
mayor en el componente epitelial que en el fusiforme. En algunos tumores de tipo
monofasico fibroso, la expresion de estos antigenos se limita a algunas células
aisladas, lo que obliga a tefiir y estudiar multiples cortes de distintas partes del

tumor 132, 141—145.

CD99, el producto del gen MIC2, puede detectarse con
inmunohistoquimica en el citoplasma o en la membrana celular del 60%-70% de
los SSs "2 145146 | 5 proteina BCL2 se expresa de manera difusa en la practica
totalidad de los SSs, sobre todo en las células fusiformes '*, pero su valor para el
diagnéstico es limitado ya que otros tumores también lo expresan. A diferencia de
otros tumores de células fusiformes, el SS es negativo para CD34, con muy raras

excepciones.
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Otros marcadores expresados por este tumor son vimentina, CEA, calponina,

HBME-1, MAGE-CT, ocasionalmente S-100 y de manera focal para calretinina

(pero no para WT-1) 139 148150,

o

Figura 1.10. Tincién inmunohistoquimica de citoqueratina (AE1/AE3) (200x) en un SS(A). Tincion
inmunohistoquimica de EMA (200x) en un SS (B).

Se ha descrito que el TLE1 también puede ser un marcador util para el
diagndstico del SS que permite distinguir el SS de los demas sarcomas *'.
Recientemente se han descrito expresion de proteinas relacionadas con los
fendmenos de transicion epitelial-mesenquimal como E-cadherina, N-cadherina,
B-catenina, TGF-B1, snail y slug. Estas proteinas muestran un perfil de expresion
diferente entre SS bifasicos y monofasicos. Ademas los niveles de expresion de
snail se correlacionan parece ser con el estadio pTNM "2,
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Figura 1.11. Tincién inmunohistoquimica con peroxidasa de TLE-1(200X) en un SS.

1.2.4.6. Biologia molecular

La prueba diagnéstica gold estandar en el SS es la traslocacién especifica

(X;18)(p11.2;q11.2)"%> 153154 Esta translocacion se encuentra en mas del 90% de
los SSs'. Las fusiones SYT-SSX no se encuentran presentes en otros
sarcomas'®. Para determinar si el gen de fusion SYT-SSX asociado con la
traslocacion t(X;18) esta presente, podremos utilizar el FISH (fluorescence in situ
hybridization) en tejidos incluidos en parafina'® o RT-PCR'’. Aunque el factor de
transcripcion SYT-SSX se detecta casi siempre en este tipo de tumores, el
reciproco SSX-SYT no se detecta’®. A pesar de todo, los analisis retrospectivos
han encontrado que el factor pronoéstico mas importante en los pacientes es el

grado histologico y no el tipo de fusion SYT-SSX'9: 160,

Vacunas del péptido de union SYT-SSX se han testado en estudios piloto’®' y se
ha presentado como diana terapéutica recientemente '®2. Por otro lado, algunos
estudios han demostrado que el acido retinoico y derivados pueden inducir la
diferenciacion de las lineas celulares e inhibir el crecimiento celular tanto in vitro

como in vivo'®,
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B actin

Figura 1.12. Prueba de break-apart SYT FISH mostrando un par de sefales colocalizadas roja y
verde, indicando que un gen intacto SYT y el otro par de sefales roja y verde separadas indicando
disrupcion de SYT en células de SS (A). RT-PCR (reverse-transcriptase polymerase chain
reaction) from SS muestra una banda en 396bp indicando la presencia de la fusién representando

el gen quimérico fusionado SYT-SSX (B).

1.2.5. TUMOR DEL ESTROMA GASTROINTESTINAL (GIST)

1.2.5.1. Evolucion histoérica

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) se originan en la pared del tubo
digestivo y recapitulan el fenotipo de la célula intersticial de Cajal, es decir la
célula marcapasos gastrointestinal del plexo de Auerbach responsable de la

'®*Un pequefio nimero de GIST

produccién de la onda peristaltica lenta
proceden de los tejidos blandos del mesenterio y del retroperitoneo, por definicion
estos tumores no tienen conexién, ni siquiera tenue, con la pared ni con la
superficie serosa de las visceras.

Los GIST fueron descritos por primera vez por Stout '®® como “leiomioblastomas”
en la creencia de que eran tumores primitivos del musculo liso. Posteriormente,

Appleman y Helwig %

consideraron que estos tumores eran variantes de
tumores de mdusculo liso y utilizaron los términos “leiomioma epitelioide” vy
“leiomiosarcoma epitelioide”. En 1983 tuvo lugar un cambio importante en la
nomenclatura cuando Mazur y Clark '®” demostraron la ausencia de marcadores
musculares en la mayoria de estas lesiones y el hallazgo inesperado de
marcadores neurales detectados con técnicas inmunohistoquimicas. Estos
autores defendieron que estas lesiones presentaban lineas de diferenciacion que
reflejaban los diferentes elementos de la pared gastrointestinal (musculo y nervios
autébnomos), y propusieron el término unificador de “tumor estromal”, que luego se
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modific6 pasando a “tumor del estroma gastrointestinal”, para garantizar su
distincion de los tumores del estroma de otros érganos.

En 1998, el trabajo de Hirota y cols. '® cambio de forma radical la concepcion del
GIST. A partir de la observacién de que para el desarrollo normal de las células
intersticiales de Cajal era necesaria no solo la expresiéon del protooncogén c-KIT,
un receptor de tirosina quinasa de tipo lll, sino la presencia de mutaciones
génicas en KIT que conducian a la activacion constitutiva de estos receptores '*,
lo que permitié establecer una definicion estricta de estos tumores en la que se

exigia la expresion de KIT (CD117) & 168,

1.2.5.2. Epidemiologia

En EEUU se diagnostican hasta 6000 nuevos casos cada afio '®, lo que en gran
parte se debe a un reconocimiento y un diagnéstico mas exactos. Se observa una
incidencia creciente en el GIST desde la incorporacién de la inmunohistoquimica

170

Los GIST se han descrito en la triada de Carney (tumores multiples del estroma

) 171, 172 1 173,

gastrico, condroma pulmonar y paraganglioma , la neurofibromatosis

74 y en las familias con mutaciones de KIT en la linea germinal """

1.2.5.3. Macroscopia

La mayoria protuyen a la luz desde la superficie externa como las lesiones

exofiticas subserosas. Normalmente son tumores bien delimitados, nodulares con
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pseudocéapsula. Gran parte de ellos son masas duras, carnosas, de color rojo-
grisaceo, consistencia blanda, y sin el aspecto arremolinado. Los tumores de gran
tamafo sufren degeneracion quistica, hemorragias, infartos o necrosis amplias. A
parte de la invasion franca de o6rganos adyacentes, la Unica caracteristica
macroscoépica que sugiere malignidad es el tamafo tumoral; las metastasis son

raras en GIST menores de 5 cm pero ocurren en tumores mayores de 10 cm %

166, 178, 179{Appleman, 1976 #316

Figura 1.13. Aspecto macroscopico de un SS.

1.2.5.4. Microscopia dptica

Se observan dos tipos de patrones fundamentalmente: epiteliode y fusiforme. En
cada tumor suele predominar uno de estos patrones, pero en alrededor del 10%
de los casos ambos casos coexisten en proporciones aproximadamente
iguales'™:

- GIST con patron fusiforme: estan formados por grupos de células
elongadas, uniformes, dispuestas en fasciculos cortos o paralelos u
ondulados. Las células poseen citoplasma palido, eosinéfilo, semejando
células musculares lisas. Tiene tendencia fibrilar y margenes imprecisos
que le confieren aspecto sincitial. El nucleo oval, elongado, tiene
cromatina laxa y nucléolo poco prominente. Existen frecuentes vacuolas
paranucleares. Hay tendencia a la formacién de empalizadas nucleares

que los confunden con cuerpos de Verocay vistos en los schwanomas .
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El componente estromal varia, siendo generalmente escaso, si bien

81 La vascularizacion

pueden haber areas hialinas y focos mixoides
capilar es fina. Hay frecuentes hemorragias intersticiales asi como focos
de infiltracion linfocitaria-polinuclear. Existen signos de reabsorcion con
transformacion quistica, visible en los tumores de gran tamario.

Las mitosis varian y sirven para establecer un criterio pronéstico
importante habiéndose dividido en dos grandes grupos: <5 mitosis por 50

campos a 400X y >5 mitosis por 50 campos a 400X "7 182,

GIST con patron epiteliode: las células adquieren un aspecto poligonal y
citoplasma acidéfilo bien definido. Mantienen una disposicién homogénea,
uniforme con nucleos redondos u ovales de cromatina laxa. Pueden
incluso adoptar una disposicién lobulada o en nidos que recuerda los
tumores epiteliales. Carecen de secrecion citoplasmatica pero con
frecuencia poseen vacuolas envueltas en densificacién protoplasmica
acidéfila a modo de ribete .

El comportamiento divisional asi como el estroma es semejante al descrito
en el grupo anterior.

La apariencia epiteliode, que fue base de las primeras descripciones del
término leiomioblastoma, ofrece una falsa apariencia de mayor malignidad

por cuanto su polimorfismo es superior a la variante fusocelular ®.

GIST variante mixta: no es extrafio encontrar fenédmenos de transicién
brusca entre areas epiteliodes y fusocelulares dentro de un mismo tumor
con una continuidad entre ambas. Basicamente carece de significado
prondstico y biologicamente su comportamiento es semejante a los tipos

puros 178,

Otras variantes: la presencia de fibras tipo esquenoide hialinas en bandas
gruesas fragmentadas en sus extremos y homogéneas o pseudofibrilares
suele ser mas frecuente en los tumores intestinales. No deben confundirse
con tumores nerviosos de tipo schwaniano donde también aparecen. Son

PAS positivas. Algunos casos presentan estroma mixoide mas abundante
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y pseudomucinoso. Cuando corresponden a tipos epiteliodes pueden ser
motivo de confusién con carcinomas.

Se han descrito variantes anaplasicas semejantes a leiomiosarcomas
provistas de un fuerte pleomorfismo, necrosis y hemorragias. Suelen

corresponder con un numero elevado de mitosis y por ello son de peor
178, 180

pronéstico clinico

Figura 1.14. Ejemplos de histologia fusiforme (A), epitelioide (B) y mixta (C) H&E.

1.2.5.5. Inmunohistoquimia

Un criterio histologico imprescindible para incluir un GIST dentro de esta particular
categoria es, como se ha mencionado anteriormente, su positividad intensa frente
a KIT (CD117). Esta positividad debe ser intensa, citoplasmatica, y membranosa.
Sin embargo, algunos tumores expresan la positividad en forma de manchas con
acumulos perigolgianos coexistiendo con una tincion citoplasmatica mas débil y
difusa. En uno u otro caso, la tincion alcanza al 90%-100% de las células
tumorales 84 178183,

Sin embargo, existen casos en que la tincion es mas débil o sélo membranosa
ademas de tener una distribucion irregular (20%-30%) de células positivas .

Estos casos pueden ser motivo de confusion y deben ser evaluados de modo
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riguroso. Por ello, es importante que la técnica sea siempre la misma, utilizando
un anticuerpo y una dilucion constante y empleando controles externos e internos
(fibroblastos y estroma peritumoral). Los mastocitos intratumorales son un buen
control interno positivo ® '"®.Como la tincién se efecttia en cortes procedentes de
tumores incluidos en parafina se deben tener en cuenta algunas circunstancias

que pueden alterar el resultado dando lugar a un falso negativo.

ETET
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Figura 1.15. Tincién inmunohistoquimica con peroxidasa de CD117(A) y CD34 (B).

Un nuevo marcador inmunohistoquimico descubierto recientemente que suele ser
positivo en el GIST es el DOG-1, que muestra una tincidon nuclear con peroxidasa
y que junto con c-kit son los dos marcadores mas sensibles y especificos para
GIST que existen actualmente 135 184186

El 80% de los GIST expresan BCL-2, el 60%-70% muestran positividad para el
CD34, un 30%-40% son positivos para la actina muscular lisa y un 5%-10% son
positivos para el antigeno de la proteina S-100. Se han propuesto varios estudios
analizando el valor prondstico del marcador de proliferacion Ki67 . Aunque es
un excelente marcador nuclear de las células en ciclo proliferativo, los estudios
comparativos frente al recuento mitético efectuado en hematoxilina-eosina (HE),
no ofrecen resultados ventajosos, superponiéndose entre si por lo que puede ser
un medio de confirmacién en aquellos casos en que el recuento del indice mitético

presente dificultades "2,
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Figura 1.16. Tincién inmunohistoquimica con peroxidasa de S-100(A) y Ki67 (B).
1.2.5.6. Biologia molecular

Las numerosas investigaciones llevadas a cabo han permitido descubrir la
patogénesis molecular de estos tumores con el marcador c-KIT (CD117)
implicado; el cual se encuentra mutado a nivel del gen e hiperexpresado a nivel
proteico en una importante proporcion de casos. La hiperexpresion de c-KIT
constituye una diana eficaz frente a inhibidores especificos de actividad tirosina
quinasa como el STI 571 (Imatinib mesilato, Glivec®), y que en el caso concreto
del GIST ha supuesto un cambio radical en el manejo clinico de estos pacientes
debido a la mala evolucion y agresividad de estos tumores'®®. El STI-571 &
(Glivec, Novartis, Basel, Switzerland),es un inhibidor especifico de la actividad
enzimatica de las tirosin quinasas, disefiado para el tratamiento de la leucemia
mieloide crénica (LMC) pero que puede actuar sobre otras proteinas con actividad
tirosina quinasa como por ejemplo los receptores c-KIT y PDGFRa. Atendida la
importancia de su implicacién terapéutica, el estudio de KIT debe hacerse de
modo exhaustivo especialmente en casos dudosos o negativos '®® . Por otra
parte, en la publicacion de Corless y cols.'® en la que analizan mas de 1000
casos de GISTs estiman que la frecuencia de mutaciones de PDGFRa es del
7,2%, siendo el exdn 18 el que mas frecuentemente se encuentra mutado(6%),
seguido por el exon 12 (1%) y en menor frecuencia por el exon 14 (0,2%)'. Por
lo general, las mutaciones de PDGFRa se asocian a GIST de morfologia

192

epiteloide ™ y especialmente aquellas que tienen mutaciones en el exdén 14 a un

prondstico mas favorable'®.
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Figura 1.17. Imagen de un GIST por FISH con las monosomias de los cromosomas 14 y el 22.

Imagen cedida por Dra. R.Noguera.

) stemecel factor

Figura 1.18. Modo de accion del Imatinib cuando el receptor se encuentra mutado y como inhibe

la cascada de sefales después de unirse a los bolsillos de ATP.
Imagen de Savage NEJM

1.3. LOS MECANISMOS DE ANGIOGENESIS EN LA BIOLOGIA DEL CANCER.

El sello caracteristico del cancer comprende seis capacidades biologicas
adquiridas durante los multiples pasos en el desarrollo de los tumores humanos.
Estas marcas constituyen un principio de organizacién para racionalizar la
complejidad de las enfermedades neoplasicas. Estas capacidades estan
constituidas por el mantenimiento de la sefial proliferativa, evasion de supresores
de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién
de la angiogénesis, y activacion de la invasién y metastasis. Estas capacidades

adquiridas son debidas a la inestabilidad en el genoma, que genera la diversidad
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genética, y al papel de la inflamacién, que alimenta mdltiples rutas genéticas
caracteristicas de las células cancerosas. El progreso conceptual de la ultima
década ha sumado dos procesos emergentes de importancia a esta lista, que son
la reprogramacion del metabolismo energético y la evasién de la destruccion por
el sistema inmune. Ademas de las células tumorales, las neoplasias muestran
otra dimensién de complejidad: contienen un amplio repertorio de células
normales que contribuyen a la adquisicion de las caracteristicas capacidades por

lo que se denomina el “microambiente tumoral”'®*.

1.4. ROL DE LAS QUIMIOCINAS EN LAS NEOPLASIAS.

Las quimiocinas (también denominadas quimioquinas) son proteinas de pequefio
tamafio pertenecientes a una familia de las citoquinas. Se llaman de este modo
debido a la capacidad que tienen para inducir la quimiotaxis en las inmediaciones
de las células sensibles, son citoquinas quimiotacticas. Las quimiocinas presentan
una serie de caracteristicas estructurales comunes, tales como su pequefio
tamafio o la presencia de cuatro residuos de cisteina en regiones protegidas, las
cuales son clave para la construccion de su estructura tridimensional.
Comprenden una familia de aproximadamente 50 citocinas, que estan implicadas
en muchos procesos biologicos, tales como la migracion de leucocitos,
embriogénesis, angiogénesis, hematopoyesis, aterosclerosis, crecimiento tumoral

y metastasis, e infeccion por HIV (virus de inmunodeficiencia humano) '3 195 1%,

De forma general, estas quimiocinas pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos basandose en su funcidn y en el patron de expresién: quimiocinas
homeostaticas e inflamatorias. Las quimiocinas homeostaticas se expresan
constitutivamente en ciertos tejidos, y juegan un papel importante y vital en el
desarrollo y mantenimiento (homeostasis) del sistema inmune y hematopoyético.
Por otro lado, las quimiocinas inflamatorias no se expresan constitutivamente,
pero son inducibles por estimulos inflamatorios. Su expresion esta estrechamente

controlada por citocinas proinflamatorias que se expresan a nivel local .

Actualmente, hay 4 subgrupos de la familia de quimiocinas: CXC, CC, CX3C, y C

quimiocina ligando (X representa cualquier aminoacido) dependiendo de la
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posicibn de las cisteinas conservadas en el grupo amino terminal de estas
pequefias proteinas inducibles . El subgrupo CXC o a se subdivide ademas en
quimiocinas ELR+ (ej.: interleucina-8 o IL-8, pro-angiogénica) y ELR- (ej.: factor-4
plaquetario o PF-4, inhibidor de angiogénesis) '°®. Este ELR motif es importante
en las interacciones ligando/receptor en neutréfilos. Una excepcion es
CXCL12/SDF-1, una quimiocina angiogénica CXC ELR- 99201,

Por su parte, las quimiocinas CC o (8 representan el subgrupo mas grande se
caracteriza por tener posicionadas dos cisteinas aminoterminales lado a lado.
Estas quimiocinas atraen a la mayoria de células leucociticas, incluyendo
monocitos, macrofagos, células dendriticas, células T, células B, células natural
killer (NK), basofilos, eosindfilos y mastocitos. La familia de quimiocinas C o y
tiene un solo residuo cisteina NH2-terminal y se representa solo por
XCLl/linfotactina. La familia CX3C o & tiene tres aminoacidos entre las dos
primeras cisteinas y se representa por CX3CL1/neurotactina *>.

La mayoria de estas proteinas activan leucocitos a través de la unién a los
receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCR) designados CXCR o
CCR 202, 203.

Hay aproximadamente 20 receptores de quimiocinas identificados 204 La union de
las quimiocinas a su receptor produce una migracion transendotelial de leucocitos
por las interacciones con las integrinas y selectinas. A continuacion, los leucocitos
infiltran el tejido en respuesta a un gradiente de quimiocinas, producidos en el sitio
de la inflamacién (un esquema que ilustre el texto ayudaria mucho). Ademas,
estas GPCRs pueden contribuir a la accién angiogénica y angiostatica de las
quimiocinas. 2°% 2%,

Como se ha dicho anteriormente, las quimiocinas son proteinas pequenas de 8-15
kDa. Sin embargo, pueden formar dimeros u oligbmeros 2 con
glicosaminglicanos (GAG) imprescindibles para activar la quimiocina in vivo. La
asociacion de quimiocinas y GAGs facilita la retencion de quimiocinas sobre la
superficie celular y capacita la formacién de gradientes inmovilizados, o
haptotacticos. Esto se requiere en el reclutamiento de leucocitos para mantener

207 Ademas, la interaccion

una alta concentracion local de quimiocinas
quimiocina-GAG facilita el proceso de unidon al receptor. Por otra parte, GAGs
estan involucrados en muchos procesos, tales como el control de replicacion de

células tumorales, invasion y vascularizacion 2%.
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Las quimiocinas son mejor conocidas por inducir la migracion celular,
particularmente de leucocitos durante la inflamacién. Se piensa que la inflamacién
prolongada facilita la carcinogénesis por generar un microambiente ideal para el
crecimiento y desarrollo del tumor™. Las quimiocinas afectan al desarrollo del
tumor indirectamente por la influencia de la angiogénesis, interacciones tumor-
leucocito, asi como directamente por la influencia en la transformacion,
sobrevivencia y crecimento tumoral, invasion y metastasis. El papel que juegan
las quimiocinas es mas complejo y asi, algunas quimiocinas pueden favorecer el
crecimiento y la progresion tumoral, mientras que otras pueden aumentar la
inmunidad antitumoral™.

Los tumores soélidos contienen ademas de células tumorales, varios tipos de
células estromales, como fibroblastos y células endoteliales. Por otra parte, los
tumores se encuentran infiltrados por células inflamatorias, que incluyen
neutrofilos, macrofagos vy linfocitos. Las células tumorales y estromales, asi como
los leucocitos asociados al tumor contribuyen a una producciéon local de
quimiocinas dentro del tumor. Ademas, las quimiocinas derivadas del tumor
determinan el influjo de leucocitos dentro del tumor ?®°. De este modo, las
quimiocinas pueden estimular o inhibir el desarrollo del tumor de una forma
autocrina atrayendo células con actividades pro vy antiinflamatorias
respectivamente (Fig.1.19). Los neutréfilos y macréfagos asociados al tumor
pueden favorecer la progresion tumoral por la secrecion de enzimas que

210, 211 Los

degradan la matriz y factores de crecimiento respectivamente
macréfagos tienen un marcado grado de plasticidad con un “switch” en el fenotipo
durante la progresion tumoral 2'?. Alternativamente, los tumores infiltrados por
linfocitos T y células NK sufren un receso en la progresion y crecimiento tumoral
213

Las quimiocinas pueden afectar indirectamente al crecimiento tumoral por su
actividad angiogénica y angiostatica.

Otra caracteristica que hace de las quimiocinas dianas terapéuticas para el
tratamiento del cancer es su capacidad para atraer células tumorales expresando
CXCR4 a 6rganos que producen sus ligandos CXCL12, mediando asi el proceso
de metastasis ?'*. La metastasis tumoral es un proceso complejo que incluye

transformacion celular, angiogénesis, invasion a través de la matriz extracelular y
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membrana basal vascular, entrando en la circulacién general y produciendo

metastasis en 6rganos a distancia.

1.5. QUIMIOCINAS ANGIOGENICAS Y ANGIOSTATICAS

1.5.1. CXCL1/2/3 y CXCR2

CXCL1/2/3 y CXCR2 fueron originalmente identificadas en el sobrenadante de
lineas celulares de melanoma 2'°. Estas quimiocinas tienen de receptor a CXCR2,
y promueven la quimiotaxis de neutréfilos siendo responsable de la actividad
angiogénica y quimiotactica de las células endoteliales ?°°. El reclutamiento de
neutréfilos juega un importante papel en la actividad angiogénica del homélogo
murino CXCL1/ proteina-2 inflamatoria macrofagica (MIP-2). De hecho, los
neutréfilos pueden sintetizar y almacenar moléculas angiogénicas, como el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)-A 2'°.

Sin embargo, estas quimiocinas no solo atraen a las células tumorales y pueden
contribuir directamente a la transformacién y crecimiento tumoral. De hecho, las
quimiocinas GRO juegan un papel fundamental en la quimiotaxis y metastasis de
varias lineas celulares y actuan como factores de crecimiento autocrino en el
melanoma y otros tumores 27 2'® La sobreexpresién de CXCL1/GRO-a en
melanocitos se asocia a una activacion constitutiva del factor kB nuclear

aumentando la progresion nuclear 2% 22

. Una mutacién puntual en CXCR2
genera una sefial constitutiva, promoviendo la transformacion celular de
preneoplasica a neoplasica ?*'. Ademas, se ha demostrado que CXCL1/GRO-a no
s6lo se une a CXCR2 sino también al GPCR codificado por el tumorgénico virus
herpes-8 asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) ?%2.

Ademas de las anteriormente descritas CXCR1 y CXCR2, se identificé otro
receptor quimiocina ligando, llamado receptor antigeno Duffy para quimiocinas

(DARC).
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Figura 1.19. Papel de la quimiocinas y sus receptores en el ambiente tumoral. Los tumores sélidos contienen varios tipos
de células estromales, como fibroblastos y células endoteliales. Todos estos tipos celulares son buenos productores de
quimiocinas, regulando la migracién de leucocitos. El trafico leucocitario estd constituido por multiples pasos coordinados.
Brevemente, los leucocitos ruedan sobre el endotelio y las quimiocinas unen leucocitos a través de su receptor proteina G.
Como resultado de ello, los leucocitos se unen firmemente a la capa de células endoteliales. Finalmente los leucocitos
traspasan la capa de células endoteliales y migran dentro de los tejidos donde se producen las quimiocinas segun el
gradiente de concentraciéon. Asi el tumor es infiltrado por células inflamatorias, incluyendo neutréfilos, macréfagos,
linfocotos T y células dendriticas. De hecho, todas las quimiocinas CXC ELR+ atraen a neutréfilos protumorales que
expresan CXCR2, cargados con proteasas. En contraste, algunas quimiocinas CXC ELR- como el CXCR3 y sus ligandos
CXCL9, CXCL10 y CXCL11, atraen CXCR3 linfocitos T activados y células NK que deberian ejercer una actividad
antitumoral citotoxica. La produccion de quimiocinas por células tumorales, estroma normal y leucocitos también afecta al
proceso de angiogénesis por sus propiedades angiogénicas( CXCR2 y sus ligandos CXCL1,2,3/GRO-,a,b,c CXCL5/ENA-
78, CXCL6/GCP-2, CXCL7/NAP-2, CXCL8/IL-8 y el CXCR4 agonista CXCL12/SDF) y angiostaticas (CXC L4/PF-4,
CXCLAL1/PF-4var, CXCL9/Mig, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC). La formacién de nuevos vasos sanguineos es importante
en la tumorgénesis para abastecer de oxigeno y nutrientes y estimular el proceso de metastasis. Ademas, el eje receptor-

ligando CXCR4-CXCL12/SDF-1 esta involucrado en la migracion dirigida de las células tumorales a los sitios metastaticos
13
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1.5.2. CXCL9/10 y CXCR3

El otro grupo que queremos revisar es el de las quimiocinas CXC ELR-. En este
grupo se encuentran las quimiocinas CXCL9/Mig, CXCL10/IP-10, y su receptor
CXCR3 que tienen un poder angiostatico en la angiogénesis y son producidas in
vitro por una gran variedad de células, incluyendo células endoteliales,

fibroblastos, células mononucleares y tumorales 2% 22

, Y su presencia ha sido
confirmada en varios tipos de tejidos tumorales 225 Estas quimiocinas inhiben la
actividad angiogénica de las quimiocinas CXC ELR+ en los ensayos in vitro en la
quimiotaxis de células endoteliales y en el modelo in vivo en la cornea de rata
198 Struyf et al. Demostraron inhibicién del crecimiento del adenocarcinoma y de
las metastasis en ratones después del tratamiento con CXCL10 murino, asi como
la reduccién del crecimiento y vascularizacion tumoral en el carcinoma pulmonar
de Lewis después de administrar CXCL9 ??°. El mecanismo responsable del
bloqueo de los ligandos CXCR1 y CXCR2 por los ligandos de CXCR3 no esta
bien entendido todavia. CXCR3-B y la unién GAG sobre células endoteliales
estan probablemente involucrados en la mediacion de la actividad angiostatica 22"
228.

Hay al menos tres variantes de ensamblaje de CXCR3, llamadas CXCRS3-A,
CXCR3-B y CXCR3-alt ?. CXCR3-A estad involucrado en la actividad
quimiotactica de las quimiocinas CXC IFN-y sobre los linfocitos T activados y
células NK. Clasicamente, el reclutamiento de esas células facilita la inmunidad
antitumoral produciendo una regresion tumoral 22 23°, CXCR3-B se postula que
media la actividad angiostatica de CXCL4/PF-4, CXCL9, CXCL10, y CXCL11

sobre células endoteliales 2% 227-2%1

La expresion de CXCR3 en células
endoteliales es ciclo-celular dependiente y limitada a la fase S/G2-M ?%. Aunque
la mayoria de receptores quimiotacticos estan emparejados con las proteinas
toxinas-sensitiva G pertussis, se ha publicado que CXCR3-A y CXCR3-B median
su funcién reciproca a través de diferentes proteinas G emparejadas 2°% 227 232,
Algunos tejidos como el corazon, rifién, higado y musculo esquelético expresan
ambas variantes de ensamblaje CXCR3. Otros tejidos como la placenta, expresan
s6lo CXCR3-A, mientras que las células endoteliales vasculares expresan

selectivamente CXCR3-B %?’. La relativa expresion de estas dos variantes en el
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cancer de mama sugiere ser importante en la regulacién de su proliferacién en
respuesta a CXCL10. De hecho, tras la disminucion de CXCR3-B y CXCL10 se
produce un aumento en la proliferacién del cancer de mama, lo que confirma el
papel de CXCR3-B en la inhibicion del crecimiento celular y sugiere la
participacion de CXCR3-A u otro receptor CXCL10 que promueva la proliferacion
celular 2*3. El papel de la expresion de CXCR3 en la biologia tumoral ha sido
investigado por otros grupos de trabajo en las metastasis. La expresion
constitutiva de CXCR3 en melanomas y carcinomas de colon y mama aceleran
las metastasis a ganglios linfaticos ' ''. Por otro lado, el antagonismo de CXCR3
produjo una inhibicién de las metastasis pulmonares en el cancer de mama en un
modelo murino ?**. Esto sugeriria un papel de CXCR3 en conducir células CXCR3
positivas hacia sitios donde IFN-y es abundante, como se describié previamente
en CXCL12/SDF-1 en el eje CXCR4 ?'*. De hecho, CXCL10/IP-10 se detecté en
sitios metastaticos en células de carcinoma colorrectal, y promociona la invasiéon
tumoral 2%. Esto indica que los ligandos CXCR3 tienen efectos opuestos sobre el
microambiente de las células tumorales (antimaligno) y sobre las células
tumorales (promaligno).

Esta dicotomia de los ligandos CXCR3/CXCR3 sugiere que la aplicacion de estos
ligandos CXCR3 como potenciales agentes terapéuticos contra el cancer, podrian
ser problematicos.

Un tercer receptor CXCR3, CXCRS3-alt tiene la actividad funcional reducida y
media efectos quimiotacticos inducidos por CXCL11/I-TAC ?*. Una razén mayor
para reducir la actividad quimiotactica puede ser una expresidon mas baja de la
proteina en superficie de CXCR3-alt, comparado con la que rellena el receptor.
Ademas, se ha sugerido la existencia de otro receptor funcional para CXCL10/IP-

10 presente en células epiteliales y endoteliales que no sea CXCR3-A 237
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1.6. XENOTRASPLANTES DE TUMORES HUMANOS EN RATONES NUDE

La progresion tumoral se asocia a una mayor agresividad clinica y, en muchos
casos, a la muerte del paciente. Las causas de esta progresion tumoral son
numerosas y no del todo bien conocidas actualmente. Los modelos in vivo e in
vitro para el estudio de la pregresion estan disponibles (cultivos celulares,
modelos animales y microchips de ADN). Los xenotrasplantes en ratones nude de
tumores humanos nos proporcionan una herramienta interesante para el estudio
de la progresion y evolucién tumoral en los sarcomas humanos, porque ellos
imitan en un modelo experimental, lo que podria suceder en humanos 23242,

Los tumores humanos malignos pueden ser implantados en ratones
inmunodeficientes, donde pueden crecer como xenoinjertos, con la ayuda del
estroma murino 2*® 23 Una vez establecidos, las lineas tumorales pueden crecer
indefinidamente como tejidos heterogéneos, pareciéndose mejor a los tumores
originales que las lineas celulares que crecen in vitro, siendo muy utiles como
modelos de cancer para experimentos preclinicos 2% 240244 | os xenotrasplantes
se pueden establecer también de forma indirecta por inyeccion de lineas celulares
in vitro en los ratones. Sin embargo, estas lineas son menos utiles como modelos

245 ya que mutaciones especificas pueden ser inducidas, 2%, su

preclinicos
programacion puede ser cambiada irreversiblemente durante el cultivo in vitro, 24
y su respuesta al tratamiento frecuentemente difiere del de los pacientes 2*°.

Durante los ultimos 30 afios, nuestro grupo cuenta con una reconocida
experiencia en el campo de los xenoinjertos habiéndose realizando de una forma
sistematica xenoinjertos de sarcomas en ratones nude, principalmente orientadas

hacia el analisis de progresion tumoral y desdiferenciacion > 98 138, 160, 242, 248-259
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Figura 1.20. Ratones nude con tumor de partes blandas implantado subcutaneamente.

1.7.ANGIOGENESIS TUMORAL

La angiogénesis, formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes, es un evento biolégico que aparece en procesos fisiologicos y
patolégicos, como la embriogénesis, reparacion tisular y crecimiento tumoral 260,
Es un complejo proceso que consiste en numerosas sefiales estimulantes e
inhibitorias, como integrinas, angiopoyetinas, quimiocinas, sensores de oxigeno,
factores de crecimiento, proteinas de la matriz extracelular, y otras moléculas

involucradas 26'-2%3,

Este delicado equilibrio entre factores angiostaticos y
angiogénicos esta estrictamente regulado. El crecimiento tumoral ocurre cuando
el equilibrio entre factores angiogénicos y angiostaticos se rompe en favor de los
angiogénicos. La angiogénesis es necesaria para aportar oxigeno y nutrientes, y
eliminar los residuos de las células tumorales. Durante casi 30 afios, la formaciéon
de nuevos vasos a partir de los ya existentes (angiogénesis) se ha considerado
como una forma exclusiva de vascularizacion tumoral. Sin embargo, durante los
ultimos afios, varios mecanismos adicionales han sido identificados, como son la
contribucion de la angiogénesis intususceptiva, el reclutamiento de células
progenitoras endoteliales, cooptacion vascular, mimetismo vascular vy

linfangiogénesis que favorecen el crecimiento tumoral. Por todo ello, las
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estrategias de dianas terapéuticas antitumorales son mucho mas complejas de lo
que inicialmente se penso 5"

Los tumores pueden crecer hasta un tamafio aproximado de entre 1 a 2 mm?®
antes que las demandas metabolicas se vean restringidas por la limitacion del
aporte de oxigeno y nutrientes. Para obtener un tamafio mayor que este, el tumor
pone en marcha la activacién de sefiales angiogénicas y atrae vasos sanguineos
del estroma circundante. Este proceso esta regulado por una gran variedad de
factores pro y antiangiogénicos y es un prerequisito para la diseminacion del
tumor a otros lugares ’.

A continuacion pasaremos a exponer los distintos tipos y modalidades de

angiogénesis tumoral existentes que hemos enumerado anteriormente.

Figura 1.21. La activacién angiogénica.
Nature Reviews Cancer 3, 401-410 (2003)

1.7.1. Brote de angiogénesis o vascular sprouting
Esta modalidad angiogénica consiste en la formacién y crecimiento de nuevos
capilares a partir de los preexistentes, y es la angiogénesis que se produce en

situaciones fisiologicas como el desarrollo embrionario, cicatrizaciéon vy

reproduccion. Pero juega también un papel fundamental en determinadas
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4 265

patologias como la diabetes mellitus 264 artritis reumatoide 2%°, complicaciones
isquémicas cardiovasculares 2®® y cancer " ?®°. Ademas esta involucrada en la
formacion, crecimiento y expansion de metastasis '** %’. La angiogénesis tumoral
empieza con la activacion de las células endoteliales por factores de crecimiento
especificos que se unen a sus receptores. Asi pues, la matriz extracelular y la
membrana basal que rodean las células endoteliales, se degradan localmente por
la activacion de las proteasas. Por polarizacién de la migracion de las células
endoteliales se crea una luz y un vaso sanguineo inmaduro ?®. La posterior
estabilizacién del vaso inmaduro se establece por el reclutamiento de células

%9 Este proceso esta

murales y degeneracién de la matriz extracelular
estrechamente controlado por factores reguladores positivos y negativos, el
equilibrio de los cuales determina el proceso.

La primera familia de factores de crecimiento angiogénico es la familia FGF
(fibroblast growth factor). Esta grupo esta constituido por 23 miembros, de los
cuales FGF-2 y FGF-1 son los mejor conocidos. El factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) o factor de permeabilidad vascular, es otro que
juega un papel importante en la estimulaciéon de la angiogénesis.

La familia VEGF de factores de crecimiento esta constituida por seis miembros
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de -crecimiento
placentario) que interaccionan distintamente con tres receptores de superficie
celular con actividad tirosin quinasa (VEGFR1-3). Actualmente, la interaccion
entre VEGF-A y VEGFR2 juega un papel importante en la expansién angiogénica
268 E| factor de crecimiento placentario (PLGF) es un miembro de la familia VEGF
que se une solo al VEGFR1, es también un mediador angiogénico a pesar que su
papel esta infraestimado. Ademas, otros tipos celulares como fibras musculares
lisas, células inflamatorias y tumorales pueden producir también PLGF cuando se

activan 270 271

. PLGF parece desempefiar un papel importante en el desarrollo
vascular pero sin afectar la funcionalidad de los vasos normales durante la
formacion y reproduccion '

La familia de las angiopoyetinas, es otro grupo importante de factores de
crecimiento en el fenbmeno de la angiogénesis, incluye tres miembros en
humanos, angiopoyetina-1, angiopoyetina-2 y angiopoyetina-4 que se unen todos
al receptor endotelial con actividad tirosin quinasa Tie-2. Lo mas caracteristico de

este grupo es el efecto opuesto que los diferentes ligandos uniéndose a un mismo
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receptor. La angiopoyetina-1 activa la sefializaciéon de Tie-2, mientras que la
angiopoyetina-2 inhibe su activacién. Angiopoyetina-1 esta involucrada en la
migracion de células endoteliales, adhesion y reclutamiento de pericitos y fibras
musculares lisas, mientras que angiopoyetina-2 es una desestabilizadora vascular
272, 273.

Las células neoplasicas pueden, ademas, producir otros factores como el factor-f§
de crecimiento transformador (TGF-B), que estabiliza los vasos formados y
suprime el sistema inmune 2%, factor de crecimiento plaquetario (PDGF) que
atrae los pericitos 2’°, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que promueve
F 276 y la
interleuquina-8 (IL-8) que especificamente aumenta la migracion de células

la angiogénesis tumoral por la regulacion a la alza de VEG

endoteliales 27,

Estudios recientes han mostrado similitudes en la regulacion molecular en la
orientacibn de neuronas y células endoteliales. Las células endoteliales
especializadas que se asemejan a los conos de crecimiento axonal, estan
localizados en las puntas de crecimiento capilar. Estas células punta se extienden
y retraen continuamente sus filopodios para explorar el medio ambiente y definir
asi la direccién en la que una nueva yema vascular crece 2’®. Tanto los conos de
crecimiento axonal como las células punta endoteliales parecen utilizar un amplio
repertorio de sefiales moleculares ligando-receptor, en las que se incluyen la
familia de las Efrinas, Semaforinas, Slits, Netrins y Notchs 27°.

La angiogénesis se encuentra regulada negativamente por la trombospondina-1
que fue el primer agente angiostatico descubierto 2%°. Otros miembros de este tipo
de proteinas anti-angiogénicas producidas de forma endégena son prolactina,

factor plaquetario-4, interferon-a, interferon-y proteina-10 inducible %",

angiostatinas %2, endostatinas 2%

284

, proteina de aumento de la permeabilidad

bactericida 2®* y tumstatina 2%°.
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Figura 1.22. Cascada de sefializacion angiogénica y representacion grafica de la neogénesis

vascular. Carmeliet, P et al. Nature 2011, 298:298-307
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1.7.2. Angiogénesis intususceptiva.

Este nuevo proceso de formaciéon de vasos se produce a partir de vasos
preexistentes separados en dos nuevos capilares por la formaciéon de un pilar
tisular intraluminal y fue observado en primer lugar en la remodelaciéon de los
capilares pulmonares en neonatos 2.

El crecimiento microvascular intususceptivo es un proceso rapido que puede tener
lugar en horas o incluso minutos porque no se precisa de la proliferacion de
células endoteliales. En este proceso las células endoteliales son transformadas
aumentando el volumen y llegando a ser mas delgadas. La microscopia
electronica de transmision revela 4 pasos consecutivos 2%/, Primero, las células
endoteliales del lado opuesto de la pared hacen lo que se denomina “kissing
contact”, por lo que se forma un puente transluminal. En segundo lugar, se
produce una reorganizacion de las uniones interendoteliales y la perforacion de la
bicapa endotelial. En la tercera fase, se forma el pilar intersticial y tanto pericitos
como miofibroblastos invaden y cubren la nueva pared intersticial formada. Por
ultimo, los pilares crecen de diametro y las células endoteliales se retraen
formandose dos luces vasculares diferentes. La remodelacion y la formacion de
pilares no se observa so6lo en los plexos capilares, sino también en pequefias
arterias y venas 2%,

En modelos de xenotrasplantes de carcinoma de colon se ha detectado formacion
de pilares tisulares, donde en las regiones mas estables se ha observado
mayoritariamente la intususcepcion 2. Existen algunas indicaciones de que la
ausencia de VEGF es importante en la inducion de la angiogénesis intususceptiva

en los tumores de rapido crecimiento 2%.

Aunque los mecanismos de la
intususcepcién no son del todo conocidos, hay varios factores clave que podrian
influenciar la formacion de pilares. La alteracion dinamica del flujo sanguineo en
ramas arteriales podrian estimular el proceso ?*®. Ademas, cambios de estrés
sobre las células endoteliales y en la pared sobre los pericitos, pueden activar la
cascada bioquimica que puede resultar en reensamblajes citoesqueléticos y
adaptaciones de los complejos “gap-junction” 2. A pesar que hay muchas células
que desempefian un papel importante en el proceso de intususcepcién, como
células endoteliales, pericitos, macréfagos y células sanguineas, ahora se cree

ampliamente que es un proceso mediado principalmente por la interaccion de

59



célula endotelial-célula endotelial y célula endotelial-pericito?®" 2%7. Los factores
conocidos que se sabe que estan involucrados en estas interacciones de la
angiogénesis, tales como las angiopoyetinas y sus receptores Tie, PDGF-B, MCP-
1, efrinas y receptores EphB son candidatos como mediadores de la angiogénesis

intususceptiva 2%".

1.7.3. Células endoteliales progenitoras.

Hasta 1997, el crecimiento de nuevos vasos en adultos se consideraba que
ocurria exclusivamente a través de la angiogénesis y la intususcepcién. Este
paradigma de desarrollo vascular cambié tras el descubrimiento de Ia

21 Estas

subpoblacién de células sanguineas mononucleares CD34 positivas
células eran capaces de adaptarse ex vivo con un fenotipo endotelial y fueron
denominadas células progenitoras endoteliales o angioblastos. Actualmente, se
acepta que los nuevos vasos pueden crecer a través del reclutamiento de células
endoteliales progenitoras (EPCs) que circulan por el torrente circulatorio. Estas
EPCs expresan varios marcadores especificos endoteliales como CD34, CD31,
VEGFR2, Tie-2 #*' y CD14 2. Las primeras observaciones in vivo de la
incorporacion de EPCs a la sangre, se estudiaron en diferentes modelos de
transplante de médula 6sea en ratones y conejos. En estos modelos con
transplantes homoélogos, heterdlogos y autdlogos de células sanguineas
mononucleares CD34+, CD133+, VEGFR2+, estas células EPCs se incorporaron
exclusivamente en los vasos de miembros isquémicos neovascularizados 2%'.
Ademas, el transplante de EPCs mejoraba la perfusion de los miembros,
aumentando la densidad capilar y reduciendo el riesgo de pérdida del miembro
292-

La movilizacion y reclutamiento de EPCs esta promovida por varios factores de
crecimiento, quimiocinas y citocinas, que se producen durante los procesos tales
como el estrés fisiologico (isquemia), ejercicio fisico y crecimiento tumoral. La
movilizacién de las EPCs comienza con la activacion de la metaloproteinasa-9
matricial, que promueve la transformacion del ligando de membrana Kit en una
forma soluble. De esta forma, las células progenitoras c-kit positivas se

despegaran de su nicho en la médula ésea, se desplazaran a la zona vascular de
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la médula y se liberaran a la circulacion 2. Un factor clave en la activacion de la
metaloproteinasa-9 matricial por VEGF y el “stromal cell-derived factor-1”, es el
oéxido nitrico sintasa endotelial 2**. El reclutamiento y la integracién de las EPCs
implican un proceso complejo, que incluye la quimioatraccion, secuestro activo y
captaciéon de vascularizacion angiogénica, transmigraciéon al espacio intersticial,
incorporacién a la microvascularizaciéon y diferenciacion en células maduras
endoteliales. P-selectina, E-selectina e integrinas se consideran importantes en la
adhesién de EPCs a la pared del vaso y en la migracion transendotelial 2°> 2%, Un
articulo reciente demostrd un rol funcional del grupo de elevada movilidad box
1(HMGB1) en la captacion de EPCs. La migracion inducida por HMGB1 de EPCs
podria ser inhibido por anticuerpos contra las integrinas B1 y B2 27 Durante la
diapédesis CD31 y CD99 median el pase de EPCs 2% 2% |3 diferenciacion de
EPCs a células endoteliales maduras esta principalmente mediada por VEGF 2°"
300 Tras la maduracion a células endoteliales, EPCs pierden sus propiedades
progenitoras y empiezan a expresar marcadores endoteliales como VE-cadherina,
factor de von Willebrand y oxido nitrico sintasa endotelial *°'.

Las EPCs estan presentes en el sitio de la neovascularizacion en neoplasias, tal y
como ha demostrado la presencia de B-galactosidasa unida a la célula
progenitora, tanto al estroma tumoral como al endotelio de los capilares tumorales
302 Estos hallazgos nos llevan a la hipétesis de que EPCs no solo se incorporan
al endotelio vascular sino también puede secretar factores proangiogénicos en las
regiones perivasculares del estroma tumoral.

La contribucion real de EPCs al crecimiento vascular, sin embargo, es variable.
En tumores hay publicaciones donde las EPCs lideran el proceso de angiogénesis
tumoral, mientras que por otra parte, otros describen una minima contribucién a la

vascularizacion tumoral 303306

1.7.4. Cooptacion vascular

Se ha sugerido que muchos tumores pueden crecer en un estado avascular,
especialmente en tejidos muy vascularizados como pulmén y cerebro 3%, Las

células tumorales pueden crecer a lo largo de los vasos existentes sin evocar una
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respuesta angiogénica. Este proceso fue definido como cooptacion vascular y
parece estar regulado por la angiopoyetina-2 y VEGF *'°.

La cooptacion vascular se ha observado ahora en diferentes tipos de tumores
como el carcinoma pulmonar Lewis de ratdbn, carcinoma ovarico murino,

melanoma humano y sarcoma humano de Kaposi 3'%3'2,

1.7.5. Mimetismo vascular

En 1999, se acuiié el término mimetismo vascular observado en melanomas
uveales para describir el papel de células tumorales como células endoteliales.
Este proceso de plasticidad celular ocurre principalmente en los tumores
agresivos cuyas células tumorales se desdiferencian a un fenotipo endotelial
formando estructuras tubulares. Este fenbmeno provee a las células tumorales
con un sistema de circulacion secundario de estructuras vasculogénicas en red
revestidas por células tumorales, independientes de la angiogénesis ®.

Las células que constituyen el mimetismo vascular se caracterizan por expresar
genes asociados al endotelio como VE-cadherina, Ephrin A2 e inhibidores de la
ruta del factor tisular, CD34, receptor-1 tirosin quinasa, neuropili 1, E-selectina y
endoglina (CD105), asi como de varios componentes relacionados de la matriz
extracelular laminina 5y2, fibronectina, colageno Va2 y colageno | 33,

El mecanismo exacto que subyace en la mimetismo vascular necesita ser todavia
desvelado. Se han descubierto algunas moléculas que tienen un rol funcional. Por
ejemplo, PI3 quinasa (PI3K) se ha propuesto como un factor clave en la activacion

de MT1MMP (transmembrane metalloproteinase)®'.

Esta proteasa activa la
metaloproteinasa-2 de la matriz que fragmenta laminina 5y2 en fragmentos
promigratorios utilizados para la migracién de células tumorales en la mimetismo
vascular 3. La plasticidad celular de las células tumorales desvelaron varias
moléculas que estaban relacionadas con la matriz extracelular como la
fibronectina, colageno IV a2, colageno |. La importancia de la matriz extracelular,
como componente del microambiente, en la mimetismo vascular fue demostrado
por Seftor et al. *'°. El papel de varios factores de crecimiento conocidos también
han sido estudiados, aunque con resultados dispares. Algunos factores de

crecimiento como el FGF, VEGF, TGF-B, PDGF y TNF-a (tumour necrosis factor-
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a) se ha visto que son capaces de inducir la formacién de redes vasculares
cuando los afiadimos a las lineas de melanoma escasamente invasor . Esto
indica que la angiogénesis y la mimetismo vascular, en contraste con los tipos de
vascularizacion tumoral descritos anteriormente, no comparten las mismas rutas
de sefializacion. Por otro lado, las estrategias de diana antiangiogénica no inhiben
el proceso de mimetismo vascular *'® y podrian incluso inducir la formacién de
vasos mimetismo vascular como una via de escape del tumor para continuar
creciendo.

Actualmente, la plasticidad de las células tumorales se ha descrito en melanomas

| 317 | 31°, carcinoma de mama 3?°, carcinoma prostatico ',

, carcinoma hepatocelular *%, carcinoma de vejiga **,

rabdomiosarcoma y sarcoma mesotelial %, osteosarcoma 3% astrocitoma,

, cutaneo '8y ora
322

uvea

carcinoma ovarico

feocromocitoma **” y en sarcoma de Ewing *'°.

Una gran variedad de genes han sido investigados relacionados con el papel de la
formacién de redes tubulares de las células tumorales. Una opcién terapéutica
seria el uso de anticuerpos monoclonales utilizados como dianas moleculares. No
obstante, la funcionalidad terapéutica y la seleccion de las mejores dianas aun
necesitan ser dilucidadas. Se necesitan nuevas investigaciones sobre las rutas
reguladoras esenciales en la plasticidad celular y que no se solapen con los

procesos biolégicos normales.
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Figura 1.23. Modelos de angiogénesis. EC (endothelial cell); EPC (endothelial progenitor cell)
Carmeliet, P et al. Nature 2011, 298:298-307
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1.7.6.Linfangiogénesis

Los vasos linfaticos forman parte del sistema circulatorio vascular. El sistema
linfatico es una red de capilares, vasos colectores y ductos que drenan la mayoria
de 6rganos. En contraste con la red vascular sanguinea, la red vascular linfatica
es un sistema de extremos abiertos unidireccional, sin una fuerza de conduccién,
que drena fluido extravasado, recoge linfocitos y los devuelve a la circulacion En
los ultimos afios hay evidencias acumuladas sobre el papel del sistema linfatico
en la progresion tumoral. Las metastasis de tumores malignos a ganglios linfaticos
regionales es uno de los signos precoces de la expansiéon del cancer en los
pacientes. Desde el sistema linfatico las células tumorales pueden extenderse a
otros 6rganos vy tejidos.

La posibilidad de aislar y cultivar células endoteliales linfaticas ha llevado a la
identificacion de varios marcadores que son especificos para la vascularidad
328_ El “

linfatica vascular endothelial growth factor receptor-3” (VEGFR-3) fue el

329

primer marcador linfatico identificado Posteriormente, se identificaron

marcadores especificos como el “lymphatic vascular endothelial hyaluronan
receptor-1” (LYVE-1) **°, podoplanina **'y el factor de transcripcion Prox1 %2,

De forma parecida a las células endoteliales sanguineas, las células endoteliales
linfaticas son quiescentes bajo condiciones fisiolégicas. No obstante, parece
probable que la formacién de nuevos vasos linfaticos se desencadena de manera
similar como la angiogénesis de vasos sanguineos.

Tras la identificacion de VEGFR-3, se identificaron sus ligandos VEGF-C y VEGF-
D 33, siendo VEGF-C el que juega un papel mas determinante *** 3. In vitro,
VEGF-C estimulaba la proliferacion, migracion y supervivencia de las células
endoteliales linfaticas *%.

La via de sefializacion VEGF-A/VEGFR-2 también puede estimular la
linfangiogénesis. Sin embargo, los nuevos vasos linfaticos formados por VEGF-A
son funcionalmente y estructuralmente anormales **’. bFGF y PDGF-BB también
pueden inducir la linfangiogénesis ** 3. En este sentido, se ha descrito que los
PDGFs se encuentran expresados frecuentemente en tumores que han
aumentado la incidencia de metastasis linfaticas **°. También se ha descrito el
papel de la angiopoyetina-2 en la linfangiogénesis **'. Por otro lado se ha visto un

papel estimulador tanto in vitro como in vivo del factor de crecimiento
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hepatocitario 3*? e “insulin-like growth factor-1 y -2” ** en la formacion de vasos

linfaticos.

1.7.7. La angiogénesis como diana terapéutica

Folkmann ya apunt¢ la idea de aplicar terapias antiangiogénicas en el tratamiento
del cancer en 1972 4,

Las estrategias que bloquean la sefalizacion de VEGF-A/VEGFR2 son las mas
abundantes en el campo clinico de la terapia antiangiogénica. En los tumores, los
altos niveles de VEGF detectados en muchas lineas celulares tumorales han sido
inhibidos in vivo por métodos de anticuerpos diana o con el uso de moléculas de
pequefio tamafio inhibidoras de VEGF o VEGFR2 3.

El Avastin® (bevacizumab) fue el primer medicamento aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration), es una proteina que se une al VEGF bloqueandolo **%
347 En combinacién con quimioterapia demostré un beneficio en la supervivencia
en pacientes con metastasis de carcinoma colorrectal de varios meses 3%,
Ademas del Avastin® existen algunos otros inhibidores VEGF que estan
clinicamente aprobados. El rol de VEGF en la cooptacién vascular sugiere que las
terapias anti-VEGF pueden considerarse no soélo para bloquear la angiogénesis
sino también para inhibir la maduracién vascular en el proceso de cooptacion
vascular **°. Por tanto, se necesitan inhibidores VEGF mas potentes para prevenir
tanto la angiogénesis como la cooptacién vascular.

A parte de los efectos adversos de los inhibidores angiogénicos, también la
aparicion de resistencias contra estos agentes debe ser mencionada. Hay
pruebas emergentes que evidencian que VEGF-A puede ser reemplazado por
otras rutas angiogénicas y otros miembros de la familia VEGF *®. Otros de los
mecanismos que pueden participar en la resistencia es la seleccién de células
resistentes a la hipoxia y que son menos dependientes de la angiogénesis *'y la
normalizacion de los vasos tumorales que llegan a responder menos a la terapia

352

anti-angiogénica Ademas, la hipétesis que las células endoteliales son

genéticamente mas estables que las tumorales esta en entredicho especialmente
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tras varias publicaciones sobre anormalidades genéticas en células endoteliales
de vasos tumorales %% ***_ Se acepta también como hipotesis, que la inhibicion
del proceso de angiogénesis puede estimular el proceso de intususcepcion
vascular, lo que podria explicar la resistencia generada a farmacos
antiangiogénicos en algunos tumores. El hecho de que en la intususcepcion sélo
se involucre la migracién de células endoteliales y remodelacién vascular pero no
la proliferacion vascular, hace que sea poco probable que los agentes
antiangiogénicos vayan a ser capaces de prevenirla. Por tanto, para desarrollar
estrategias efectivas antiangiogénicas, se deben descubrir también nuevos
farmacos antimigracion celular %",

La alta incidencia de metastasis linfaticas y el conocimiento de varios marcadores
linfaticos urgian a los investigadores a investigar la inhibicion de Ia
linfangiogénesis como una estrategia terapéutica tumoral. Stacker et al. 3%°
publicaron que la reduccién de la extensién linfatica bloqueando el VEGF-D con
un anticuerpo monoclonal. La aplicacion de una proteina de fusion VEGFR-3
(lamada VEGF-C/D trap) era capaz de inhibir el crecimiento de los linfaticos
asociados al tumor e inhibian las metastasis tumorales **°. Sin embargo, la
regulacién del crecimiento de vasos linfaticos es mas dificil porque no esta
promovida soélo por el sistema VEGF-C, VEGF-D/VEGFR-3. Algunos otros
factores de crecimiento y moléculas especificas para la linfangiogénesis, cuya
funcién exacta no se ha resuelto todavia, podria jugar un papel importante. Una
eficiente terapia antilinfangiogénica deberia ir dirigida a diferentes factores de
crecimiento linfatico.

A pesar que se han identificado muchos de los mediadores y rutas angiogénicas,
esta claro que la inhibicion de este proceso es muy compleja. En las ultimas
cuatro décadas, el descubrimiento de multiples genes, factores de transcripcion y
cascadas de sefializacion han revelado simplemente la complejidad del proceso
de angiogénesis y su comprension®*’.Sin embargo, ahora ya, parece seguro que
un tratamiento eficiente contra el cancer estara compuesto de la combinacion de
quimioterapia con factores anti-angiogénicos que bloqueen las multiples rutas

angiogénicas®®’.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






2.1. HIPOTESIS

Los tumores de hueso y partes blandas son neoplasias muy poco frecuentes,
sin embargo contintan afectando a personas en edades tempranas y teniendo
una alta mortalidad. La escasa frecuencia de estos tumores dificulta el estudio
de grandes series de ensayos clinicos con nuevos farmacos antineoplasicos.
La angiogénesis es un proceso clave en el crecimiento, invasién y capacidad
metastasica. Existen multiples genes y factores implicados en dicho proceso
entre los cuales se encuentran las quimiocinas.

La terapia antiangiogénica constituiria una posible diana terapéutica en estos
tumores si existiera una mejor evidencia preclinica de factores implicados en
este proceso en sarcomas de hueso y partes blandas.

Un mayor conocimiento a nivel morfolégico, fenotipico y molecular de las
etapas iniciales de la angiogénesis en sarcomas de hueso y partes blandas de
origen humano podrian constituir la base de estudios con las terapias

antiangiogénicas mas dirigidas a cada contexto.

2.2. OBJETIVOS

1- Observar los cambios morfolégicos asociados a las fases iniciales de
angiogénesis en un modelo in vivo de sarcomas de partes blandas y 6seos
de origen humano xenotrasplantados en ratones atimicos.

2- Estudiar la expresion IHQ de diferentes factores relacionados con la
angiogénesis y neoformacién vascular en el modelo que se propone.

3- Estudiar la expresion de tres quimiocinas (CXCL1/2/3, CXCL9 y CXCL10) y
sus receptores (CXCR2 y CXCR3) en diferentes sarcomas,
correlacionando la inmunohistoquimica convencional con el método
indirecto de peroxidasa, e inmunofluorescencia indirecta.

4- Analizar la correlacion entre las dos técnicas inmunohistoquimicas que se

emplean para el estudio de las quimocinas y sus receptores.
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Averiguar los mecanismos de adaptacién y cambios en distintos tiempos de
las primeras fases de crecimiento tumoral, desde las primeras 24h hasta 28
dias postxenotrasplante.

Buscar correlaciones en los perfiles de expresion de estas quimiocinas con
otros factores angiogénicos, asi como con el indice proliferativo tumoral.
Correlacionar estos perfiles de expresién con cambios morfolégicos en
cada una de las neoplasias en las primeras fases de desarrollo tumoral.
Determinar los niveles de VEGF humano y murino en suero en el modelo
de experimentacion in vivo propuesto.

Observar mediante técnicas de RT-PCR cuantitativa los diferentes perfiles

de expresion de los multiples genes relacionados con la angiogénesis.

10-Buscar una correlacion entre la expresién de quimiocinas y otros factores

angiogénicos o angiostaticos entre las técnicas inmunohistoquimicas y

otras técnicas como el ELISA y la RT-PCR cuantitativa.

11-Buscar un perfil de expresibn que permita diferenciar y predecir

comportamientos bioldgicos neoplasicos mas agresivos.



3. MATERIALES Y METODOS






3.1.- Muestras estudiadas y planteamiento de la experiencia

Una vez planteados los objetivos del presente trabajo se seleccionaron diversos
modelos de sarcomas humanos, 1 ES, 1 OS, 1 Ch grado 2, 1 Ch grado 3, 1 SSy
1 GIST. Para ello recurrimos a las instalaciones de experimentacion animal del
Departamento de Patologia de la Universidad de Valencia.

Dichas instalaciones comenzaron hace algo mas de treinta afios en la Universidad
de Valencia. Por ellas han pasado 541 lineas tumorales procedentes de pacientes
del Hospital Clinico Universitario de Valencia y que han sido injertados en ratones
atimicos como explicaremos posteriormente. Actualmente contindan 18 lineas
tumorales activas en ratones atimicos. Estas lineas tumorales se han basado
fundamentalmente en tumores de hueso y partes blandas. Estos tumores han sido
objeto de participacion en numerosos y prestigiosos proyectos de investigacion
europeos como Prothets (N° Contrato: 503036) y EuroBonet (N° Contrato:
018814). Pero sin duda, el tumor mas estudiado de todos ellos ha sido el ES,
cuyo banco corresponde al de mayor numero de casos a nivel europeo. Este
estudio, por tanto, esta avalado por los diferentes proyectos de investigacion que
se acaban de mencionar y cuenta con la aprobacién de los Comités de Etica y
Cientifico de la Universidad de Valencia y del Hospital Clinico Universitario.
Gracias por tanto a estas instalaciones se ha podido plantear un trabajo de estas
caracteristicas.

Los sarcomas objeto de estudio en este trabajo fueron obtenidos de pacientes
procedentes del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los tumores fueron
recibidos en fresco, se escogieron fragmentos para congelacién, cultivo y estudio
histopatoldgico. Posteriormente fueron clasificados con tinciones histopatolégicas
e inmunohistoquimicas por diversos patélogos (ALLB, SN, IM, EM y FG) como:
sarcoma de Ewing/PNET, condrosarcoma grado 2, condrosarcoma grado 3,
osteosarcoma osteogénico, sarcoma sinovial monofasico fibroso y tumor del

estroma gastrointestinal (GIST). Ver tabla 3.1.
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Posteriormente un fragmento tumoral en fresco (de 0.2-0.3 cm® de tamario) es
introducido en el tejido subcutaneo de la espalda de dos ratones nude (athymic
Balb-c nude mice), machos de cuatro semanas en condiciones de esterilidad.
Después el tumor se deja crecer in vivo hasta que alcanza un tamarno de entre 1 y
1.5 cm de diametro maximo, momento en el que se sacrifican los ratones. De este
tumor se escogen fragmentos para congelacioén, cultivo, microscopia electrénica,
estudio histopatoldgico, biologia molecular y se realiza la autopsia de los ratones
(fig.-3.1).

fragmentos de 0.2-0.3 cm® de tamaiio inoculandolos de nuevo en dos ratones

sacrificados De este tumor en fresco se escogen nuevamente
atimicos sanos. Cada uno de estos procedimientos se denomina pase y los dias
que se tarda en realizar un pase de un ratén a otro se denomina velocidad de
crecimiento tumoral en xenotrasplantes. Ver tabla 3.1.

Como se ha mencionado anteriormente se han elegido 6 modelos de sarcomas
humanos. Realmente estos modelos no surgen de tumores primarios, si no ya de

tumores previamente xenotrasplantados.

Tabla 3.1. Resumen datos clinicos de los tumores inoculados en ratones nude utilizados en

nuestro trabajo. NV: no valorable.

Velocidad de
Fecha de crecimiento
inoculacion | Edad(afos) Sexo Localizacion Pase (dias)
ES 20/02/2004 6 Varén cuello 13 132
Ch grado pala iliaca
2 11/07/2006 32 Varén derecha 1 129
Ch grado
3 19/09/2006 cultivo cultivo cultivo 0 62
[o}] 02/12/2004 22 Varén costilla 2 170
SS 27/03/2006 31 Varon muslo derecho 11 175
GIST 01/03/2005 63 Varén estbmago 2 131

En la tabla hemos reflejado la fecha de inoculacién del tumor original humano en
el raton. Sexo, edad y localizacion del tumor en el paciente. EI nUmero de pase de
cuyo material se realiz6 nuestra experiencia que posteriormente describiremos y

la velocidad de crecimiento del tumor en el raton.
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Nueva inoculacién
in vivo

i cc-oT

Xenotransplantes . .
. Tumor original en Tumor original en
Multiples pases N L ) .
cultivo celular in vivo cultivo celular in vitro)

Figura 3.1. Esquema del estudio del tumor xenotrasplantado en cada pase de raton.
Xenotrasplantamos tumores de partes blandas y hueso procedentes de humanos en ratones nude
obteniendo material para estudio histopatolégico, cultivo, ME y nuevos xenotrasplantes (pases).

Para llevar a cabo cada una de nuestras experiencias se efectuaron implantes
subcutaneos del sarcoma humano en fresco (de 0.2-0.3 cm® de tamafio) en la
espalda de 14 ratones atimicos (athymic Balb-c nude mice), machos de cuatro
semanas en condiciones de esterilidad. Dichos animales se sacrificaron por
parejas a las 24h, 48h, 96h, 7, 14, 21 y 28 dias tras el xenoinjerto, siguiendo el
esquema de la figura 3.2. En el momento del sacrificio, se obtuvo en condiciones
de esterilidad, tejido tumoral en fresco y plasma murino a partir de los cuales se
llevaron a cabo los estudios histologicos, inmunofenotipicos y moleculares que

mostramos en la figura 3.1.
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MODELO EXPERIMENTAL

Sacrificio en diferentes tiempos

24h  48h 96h 1sem 2sem 3sem 4sem

Figura 3.2. Esquema del modelo de experiencia realizada en ratones nude. Realizamos modelos
experimentales con 6 tipos de tipos de tumores, xenotrasplantandolos a 14 ratones nude al mismo
tiempo y que son sacrificados posteriormente en diferentes tiempos (24h, 48h, 96h, 1sem, 2sem,

3sem y 4sem) por parejas.

Sangre
periférica
para ELISA

Estudio D
inmunohistopatolégico EXt"aCC'O_r" de Microscopia
(H&E, IHQ peroxidasa, IF ARN (tejido electrénica

indirecta) en fresco)

Figura 3.3. Esquema de recogida del xenoinjerto tras sacrificio. Tras el sacrificio de los ratones de
os modelos experimentales se recoge material tumoral para estudio inmunohistopatologico, tejido

en fresco (ARN), ME y sangre murina (ELISA).
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3.2.- Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfologica la realizamos sobre muestras de tejido tumoral
fijadas en formaldehido al 10% e incluidas en parafina. En el caso del OS
osteoblastico se decalcificé previamente a la fijacidon con formaldehido con acido
nitrico durante 6h. Se cortaron secciones de 3 pm en un microtomo y se montaron
en portaobjetos con Poly-L-lisina para el estudio IHQ, como se detallara mas
adelante. Para el estudio morfologico, orientado al diagnéstico, se utilizaron
técnicas convencionales de Hematoxilina-Eosina sobre cortes de parafina de 3
pm.

La hematoxilina-eosina es la técnica de tincién histolégica convencional, en la que
se emplea la hematoxilina (Merck co) para tefiir el nacleo de azul y la eosina
(Merck co), colorante acido que tifie el citoplasma de rojo a rosa. Brevemente, el
protocolo de la tinciéon que se ha seguido se detalla a continuacion:

-Incubamos las muestras a 60°C aproximadamente 20 minutos antes de
desparafinar, para que después sea mas facil la desparafinacion que se realiza
en xilol (Merck co) durante 5 min.

-Seguidamente, realizamos pases por etanol (Merck co) (90°/80°/70°) para
hidratar, de 2 a 5 veces en cada uno. Una vez hidratadas las muestras,
realizamos la tincion nuclear con Hematoxilina de Harris, 5 minutos y enjuagamos
con agua destilada 2 minutos (en forma de zambullidas).

-Para decolorar, sumergimos las muestras en acido clorhidrico al 0,5%
(Merck co) (un pase rapido). Lavamos con agua corriente y luego con hidréxido de
amonio (Merck co). Nuevamente realizamos un lavado rapido con agua corriente.

-Para la tincion citoplasmatica, sumergimos las muestras en eosina durante
4 minutos y lavamos con agua corriente (inmersiones rapidas).

-Deshidratamos de nuevo con pases en etanol (70°80°/90°),
aproximadamente de 30 segundos cada uno. Finalmente aclaramos con xilol, 1
minuto.

-Para ultimo, montamos con “entellan” y cubreobjeto y ya podemos observar

la laminilla al microscopio.
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Las muestras fueron revisadas por patélogos experimentados (ALLB, SN, IM y
FG) y en este estudio se tuvieron en cuenta caracteristicas, como: presencia de
necrosis, distribucién de capilares, interaccion del tumor con el tejido circundante
del huésped, con la zona de necrosis y vasos sanguineos. Se excluyeron del

estudio aquellas muestras que carecian de células tumorales no necrosadas.

3.3.- Inmunohistoguimia

3.3.1. IHQ convencional

Las técnicas inmunohistoquimicas son técnicas de inmunolocalizacién de
antigenos tisulares o celulares mediante su unién con anticuerpos especificos,
que utilizan una enzima conjugada como trazador. Por este motivo, la reaccién
antigeno-anticuerpo se visualiza afiadiendo al final de la reaccién el sustrato de la
enzima mas una sustancia cromogena, lo que da lugar a un precipitado insoluble
y coloreado. La enzima peroxidasa es el “trazador” mas comunmente utilizado y

empleado en técnicas con anticuerpos marcados directa o indirectamente.

La técnica empleada en nuestros casos fue la técnica de avidita-biotina-
immunoperoxidasa (ABC) (DAKO®) con anticuerpos marcados indirectamente, en
la que el anticuerpo secundario se une al primario que, a su vez, ya se ha unido al
antigeno especifico a estudio. La técnica ABC o complejo de avidina-biotina-

8

peroxidasa *® introduce una forma hipersensible para amplificar la sefial de la

reaccion, sobre todo cuando los antigenos se encuentran en tejidos en parafina.

Para el estudio inmunohistoquimico, cada muestra se procesa con el método ABC
con algunas modificaciones para los diferentes marcadores inmunohistoquimicos
utilizados (tabla 3.2). A continuacion se detalla el procedimiento seguido:

- Las muestras se desparafinan calentandolas durante 12 a 24 horas a
37°C y 45 min en una estufa a 60°C. A continuacién se sumergen en xilol durante
15 min a temperatura ambiente (pases de 5 min).

- Tras esta incubacion, las muestras se hidratan con alcoholes de
concentracion decreciente (90-80-70%) y posteriormente se lavan con agua
destilada. Se realiza un pretratamiento de recuperacién antigénica introduciendo

las secciones en una solucion tampoén especifica (tampon citrato 10X, DAKO®) y
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después en un autoclave (microclave selecta) hasta una presién atmosférica de
1,5 atmésferas durante cinco minutos. A continuaciéon se llevan a cabo una
descompresion y enfriamiento lento de los preparados.

- Con objeto de inhibir la peroxidasa endégena, las muestras se
sumergen en una solucion de agua oxigenada (97 volimenes de metanol al 2% y
3 volumenes de agua oxigenada) a temperatura ambiente durante 30min.

-Seguidamente, se bloquea la colagena tisular para evitar la unién de las
inmunoglobulinas al estroma con suero de caballo (Gibco) al 20% durante 20min.

- Se voltean los preparados y se le afiade el anticuerpo primario (CXCL9,
CXCL10, CXCL1/2/3, CXCR2, CXCR3, VEGF, FIk-1, FIt1, Flt4, VE-CAD,
PDGFRA, HIF-1a y Ki67) (ver tabla 3.2) durante 45 min- 60min. a temperatura
ambiente (dependiendo del anticuerpo).

- Las secciones histoldgicas se lavan 3 veces con tampén fosfato (PBS)
(Cloruro de Sodio, Cloruro Potasico, 2 H,0 hidrogenfosfato de di- Sodio,
dihidrogenofosfato de potasio) (Gibco) y se incuba seguidamente con el
anticuerpo secundario durante 30 min, empleando el sistema LSAB-2 de
DAKO®, cuya solucion 1 estd constituida por una mezcla de anticuerpos
monoclonales anti-mouse y policlonales anti-rabbit biotinilados.

- A continuacién, se lleva a cabo 3 lavados con PBS y se afade el
complejo avidina-biotina (solucion 2 del sistema LSAB-2 de DAKO®) durante
30 minutos (este complejo se prepara con 30 min. de antelacién).

- Seguidamente, se vuelven a lavar las preparaciones 3 veces con PBS y
se procede al revelado de la reaccibn mediante una solucién de
diaminobenzidina tetrahidroclohidrica  (DAB) (Sigma®) en un tampdén de
trisclorhidrico 0,2 M hasta un pH=7. Una vez ajustado el pH se afiade la DAB y
por ultimo el agua oxigenada pura de 110 volimenes (para 100ml de Tris se
utilizan 75 mg de DAB y 50 microlitros de agua oxigenada). Durante el revelado,
las preparaciones se protegen de la luz, metiéndolas en la estufa de 37°C durante
5 min, y al finalizar el revelado se lava con agua corriente.

- Se contrastan los nucleos con hematoxilina de Harris durante 30
segundos, se deshidratan los cortes con alcoholes crecientes (70%-80%-90%) y
finalmente se realizan varios pasos en xilol y se montan los cubreobjetos (Menzel-
Glaser®) con “entellan” (Merck®).
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- Cada uno de los anticuerpos fueron testados con tejidos controles

positivos en cada uno de los procedimientos.

Tabla 3.2. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica convencional.

ANTICUERPO

DILUCION

RA

LOCALIZACION

CASA COMERCIAL

CLON

CXCL9

1/100

AUTOCLAVE
TAMPON
CITRATO PH
BAJO

CITOPLASMA

R&DSYSTEMS®

POLICLONAL

CXCL10

1/100

AUTOCLAVE
TAMPON
CITRATO PH
BAJO

CITOPLASMA

R&DSYSTEMS®

POLICLONAL

CXCL1/2/3

1/200

AUTOCLAVE
TAMPON
CITRATO PH
BAJO

CITOPLASMA

R&DSYSTEMS®

POLICLONAL

CXCR2

1720

AUTOCLAVE
TAMPON
CITRATO PH
BAJO

CITOPLASMA

ABCAM®

POLICLONAL

CXCR3

1/200

AUTOCLAVE
TAMPON
CITRATO PH
BAJO

CITOPLASMA

ABCAM®

CLON 2Ar1

VEGF

1/100

AUTOCLAVE
TAMPON PH
ALTO
(TRIS-
EDTAPH9)

CITOPLASMA

NEOMARKERS®

CLON VG1

FLK-1 (VEGFR2)

1/400

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

CITOPLASMA

SANTA CRUZ®

POLICLONAL

FLT-1 (VEGFR1)

1/400

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

MEMBRANA

SANTA CRUZ®

POLICLONAL

FLT-4 (VEGFR3)

1/400

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

MEMBRANA

SANTA CRUZ®

POLICLONAL
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Tabla 3.2. (cont)

ANTICUERPO DILUCION

REC. ANTIG.

LOCALIZACION

CASA COMERCIAL

CLON

VE-CAD 1/50

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

MEMBRANA

SANTA CRUZ®

POLICLONAL

PDGFRA 1/100

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

MEMBRANA
/CITOPLASMA

SANTA CRUZ®

POLICLONAL

HIF-1A 1/500

AUTOCLAVE
TAMPON PH
ALTO
(TRIS-
EDTAPH9)

CITOPLASMA

CHEMICON®

CLON
H1ALPHAG7

Kli67 1/200

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

NUCLEAR

DAKO®

CLON MIB-1

VIMENTINA 1/300

AUTOCLAVE
TAMPON PH
BAJO
(TRIS-
EDTAPHS)

CITOPLASMA

NOVOCASTRA®

CLON V9

CD99 1/50

AUTOCLAVE
TAMPON PH
ALTO
(TRIS-
EDTAPH9)

MEMBRANA

DAKO®

CLON 12E7

3.3.2. Evaluacién de la IHQ convencional.

La expresion de

las diferentes quimiocinas,

receptores y marcadores

angiogénicos fue valorada por dos patélogos (ALLB y FG) utilizando una escala

de 0 a 3. Siendo 0 la positividad de 0-5% de las células tumorales, 1 de 5-25%, 2

de 25-75% y 3 de 75-100%. En esta escala se valoré6 tanto el numero de células

positivas como la intensidad de la expresion. Ver gréaficas en resultados. En el

caso del Ki67, se valor6 de 1 a 3, siendo 1, de 0 a 10% de células positivas, 2 de

10 a 20% y 3 més del 20% de células con nucleos positivos.
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3.3.3. Inmunofluorescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta nos permiti6 marcar dos proteinas con dos
colores distintos, para cuantificar y localizar la expresién de las quimiocinas y sus
receptores en las células tumorales y a su vez, con un marcador caracteristico de
ellas (vimentina y CD99). De esta forma, podemos visualizar en el mismo corte
histologico en parafina la expresion de ligandos, receptores y proteinas tumorales.
Escogemos en este caso el CD99 en el ES por ser un marcador caracteristico de
este tumor y la vimentina en el resto de tumores por ser el anticuerpo con
especificidad del animal con el anticuerpo secundario fluorescente que tenemos.
Los anticuerpos primarios que hemos utilizado han sido: CXCL9, CXCL10,
CXCL1/2/3, CXCR2, CXCR3, vimentina y CD99.

Seguimos el protocolo de tincion de la casa comercial R&D Systems® y Abcam®:

- Las muestras se desparafinan calentandolas durante 12 a 24 horas a
37°C. A continuacién se sumergen en xilol durante 15 min a temperatura
ambiente (pases de 5 min).

- Tras esta incubacion, las muestras se hidratan con alcoholes de
concentracién decreciente (90-70-50%) y posteriormente se lavan con agua
destilada. Se realiza un pretratamiento de recuperacion antigénica introduciendo
las secciones en una soluciéon tampén especifica (tampén citrato 0,01M, a pH6.0)
y después en un autoclave (microclave selecta) hasta una presion atmosférica de
1,5 atmosferas durante tres minutos. A continuacion se llevan a cabo una
descompresiéon y enfriamiento lento de los preparados. Tras enfriar, lavamos
durante 10 min en agua destilada en dos pases de 5 min y luego en PBS 10 min
también en dos pases de 5 min.

- Ponemos los anticuerpos primarios diluyéndolos con PBS/BSA 1% (ver
tabla) y los incubamos durante toda la noche (14-20h) en camara humeda.

- Lavamos las muestras en PBS durante 15 min en tres pases de 5 min.

-Ponemos los anticuerpos secundarios marcados con moléculas

fluorescentes (Alexa-fluor®) (ver tabla 3.2.), diluyéndolos con PBS/BSA 1%.
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Los anticuerpos secundarios los incubamos durante 60 min en oscuridad y en
camara humeda.

- Lavamos en PBS durante 15 min en pases de 5 min.

- Montamos las muestras con Slowfade de Invitrogen® vy las sellamos con
esmalte ungueal, las mantenemos en oscuridad y en frio (3-4°C) hasta verlas y

fotografiarlas en el microscopio confocal (Olympus® FV1000).

Las combinaciones de los anticuerpos en los estudios de IF indirecta fueron en el
ES: CXCL9 (Alexa-Fluor® 633nm)-CD99(Alexa-Fluor® 488nm); CXCL10(Alexa-
Fluor® 633nm)-CD99(Alexa-Fluor® 488nm); GRO(Alexa-Fluor® 633nm)-
CD99(Alexa-Fluor® 488nm); CXCR2(Alexa-Fluor® 488nm)-GRO(Alexa-Fluor®
633nm); CXCR3(Alexa-Fluor® 488nm)-CXCL9(Alexa-Fluor® 633nm);
CXCR3(Alexa-Fluor® 488nm)-CXCL10(Alexa-Fluor® 633nm).

En el resto de sarcomas estudiados las combinaciones fueron: CXCL9(Alexa-
Fluor® 633nm)-VIMENTINA(Alexa-Fluor® 488nm); CXCL10(Alexa-Fluor®
633nm)-VIMENTINA(Alexa-Fluor®  488nm); GRO(Alexa-Fluor®  633nm)-
VIMENTINA(Alexa-Fluor® 488nm); CXCR2(Alexa-Fluor® 488nm)-GRO(Alexa-
Fluor® 633nm); CXCR3(Alexa-Fluor® 488nm)-CXCL9(Alexa-Fluor® 633nm);
CXCRS3 (Alexa-Fluor® 488nm)-CXCL10 (Alexa-Fluor® 633nm).

Tabla 3.3. Anticuerpos secundarios inmunofluorescentes utilizados.

Anticuerpos secundarios Dilucién Casa comercial Animal

Alexa-fluor®488 1/300 Invitrogen® cabra
Alexa-fluor®633 1/300 Invitrogen® cabra
Alexa-fluor®633 1/300 Invitrogen® burro
Alexa-fluor®488 anti-human 1/20 BioLegend® raton
CXCR2

La concentracién de cada uno de los anticuerpos inmunoflorescentes se test6

sobre tejidos control incluidos en parafina.
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3.3.4. Evaluacion de la IF indirecta.

La expresion de las diferentes quimiocinas y receptores fue valorada por dos
patologos (ALLB y FG) utilizando una escala de 0 a 3. Siendo 0 la positividad de
0-5% de las células tumorales, 1 de 5-25%, 2 de 25-75% y 3 de 75-100%. En esta
escala se valoro tanto el numero de células positivas como la intensidad de la

expresion. Ver graficas en resultados.

3.4.-Estudios de biologia molecular

Para los estudios de biologia molecular realizamos un estudio de expresion
génica de 96 genes relacionados con la proliferacion y angiogénesis utilizando la
tecnologia RT-PCR de las tarjetas microfluidicas de baja densidad. Para ello en
primer lugar se procedido a la extraccion de ARN a partir del tejido tumoral
xenotrasplantado, seguida de una cuantificacion del ARN obtenido, una
retrotrascripcién inversa y finalmente una cuantificacion en tiempo real de la
expresion génica. A continuacion se exponen los procesos que se han llevado a

cabo.
3.4.1. Aislamiento de ARN a partir de tejido en fresco.

Con el objetivo de realizar la RT-PCR con garantias de éxito es necesario contar
con un ARNm de la mayor calidad posible. Debido a la conformacion
tridimensional del ARN y que no tiene una doble cadena que lo estabilice, se trata
de una molécula muy labil siendo afectada por la temperatura y la presencia de

RNasas, unas proteinas bastante ubicuas.

Para la extraccion de ARN se emplea el Kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation Kit (Ambion, Austin, TX). Este procedimiento basicamente consta de una
digestion con proteinasa K, un paso de digestion con ADNasas y una serie de
lavados. Todo el proceso se lleva a cabo reteniendo el ARN en un filtro de fibra de

vidrio incluido en una columna. A continuacion se detalla el protocolo empleado:

86



4.

5.

fabricante.

hasta que se alcanza la digestion completa.

Anadimos 480 pl de Isolation additive. A continuacion vorteamos.

Afadimos 1100 ul de etanol (100%) y mezclar bien con la pipeta.

. Sometemos a digestién enzimatica, con 4 ul de proteinasa K, entre 50-

200 mg de tejido en 400 pl de tampon de lisis proporcionado por el

La solucién de digestion se incuba a 50°C 3h vorteando ocasionalmente

Montamos la columna en un tubo de recogida suministrado en el kit,

pasar 700 pl de la mezcla, centrifugar 1 min. a 10000 rpm y desechar el liquido

que queda en el tubo.

6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Repetimos el paso 15 hasta haber pasado todo el liquido.
Lavamos con 700 ul de la solucién Wash 2/3.
Centrifugamos 30 seg. a 10000 rpm.

Eliminamos liquido.

Lavamos con 500 pl de solucién wash 2/3.
Centrifugamos 30 seg. a 10000 rpm.

Eliminamos liquido.

Damos spin de 30 seg. para acabar de secar.
Preparamos el Mix para la digestion enzimatica con ADNasa:
i 6 ul de 10x Dnase buffer.

ii. 4yl Dnase .

iii. 50ul agua libre de ADNasas.

Anfadimos 60 ul del mix a la columna e incubar 30 min.

temperatura ambiente.
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16. Lavamos con 700 pl de la solucién Wash 1.
17.  Incubamos 1 min. a temperatura ambiente.
18.  Centrifugamos 30 seg. a 10000 rpm.

19. Desechamos el liquido.

20. Lavamos con 500 ul de la solucion Wash 2/3.
21.  Centrifugamos 30 seg. a 10000 rpm.

22. Desechamos el liquido.

23. Repetimos los pasos 30-32.

24. Pasamos la columna a un tubo colector limpio y afadir 30 pl de agua

libre de Rnasas a temperatura ambiente.
25.  Incubar 10 min. a temperatura ambiente.
26. Centrifugamos 1 min. a 14500 rpm.

27. Repetimos la elucién con otros 30 pl (que harian un volumen total de

elucion de 60 ).

28. Hacemos electroforesis con 5 pl el producto en un gel de agarosa al
1% 90V, 30 min., con el fin de chequear la integridad del ARN.

3.4.2. Cuantificacion de la concentracion de ARN mediante

espectrofotometria

La concentracion del ARN se midi6 en un espectrofotometro Nanodrop-1000,
mediante la absorciéon de luz UV con una longitud de onda de 260 nm. La
contaminacién con proteinas se mide con el ratio de absorbancias a 260/280 nm,
considerandose adecuado un ratio de 1,8 a 2. En la figura 3.4. se observa la

cuantificaciéon de una de las muestras estudiadas.
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Figura 3.4. Cuantificacion de una muestra de ARN obtenido de tejido criopreservado en

un espectrofotdmetro ND-1000.

3.4.3. Testado de la integridad del ARN mediante electroforesis en gel de

agarosa.

Como control de calidad adicional, se puede medir la integridad del ARN extraido

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para la elaboracion del gel de agarosa al 1% se pesa la cantidad de agarosa
necesaria en la balanza de precision y se introduce en un erlenmeyer. A
continuacioén se afiade el volumen preciso (segun el molde usado) de tampén TBE
0.5X y se calienta en microondas hasta que se diluya la agarosa. Se afaden los
peines en el molde y se vierte la solucion de agarosa y tampén. Acto seguido se
afiade una gota de bromuro de etidio y se deja enfriar y solidificar antes de su

uso.

En cada uno de los pocillos del gel se cargan 5 ul (o aproximadamente 1ug) del

eluido de ARN y se le somete a un campo eléctrico de 90 V durante 15 minutos. A
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continuaciéon se visualiza el gel en un transiluminador UV con una cémara
fotografica acoplada. En un ARN bien conservado se deben observar dos bandas

correspondientes a los ARN ribosomales 18S y 28S (Figura 3.5.).

Figura 3.5. Perfil electroforético del ARN obtenido de la extraccién a partir de tejido criopreservado
resuelto en un gel de agarosa al 1%. En la parte derecha de la figura se pueden apreciar las
marcas que indican la presencia de las bandas ribosomales 28S y 18S, cuya presencia nos indica
la integridad del ARN extraido.

3.4.4. Transcripcion inversa (RT-PCR) y cuantificacion de expresion génica.

La transcripcién inversa o retrotranscripcion (RT) es un proceso que genera una
cadena de ADNc de simple cadena a partir de ARNm, de cadena sencilla, que
actia como secuencia ‘molde’ y una polimerasa de origen retroviral denominada

transcriptasa inversa.

Para llevar a cabo la reaccion de RT se empled un termociclador modelo 9700

(Applied Biosystems®).

Para la cuantificacion de la expresion de los genes que nos ocupan, adoptamos
una técnica de RT-PCR en dos pasos. En el primero, seguimos una estrategia
basada en primers hexameros al azar, que serviran de cebadores para la
transcriptasa reversa para producir una libreria de ADNc (RT). Para llevar a cabo

esta reaccion, empleamos el kit High Capacity cDNA reverse transcription kit
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(Applied Biosystems®) aplicando el siguiente protocolo de acuerdo con las

especificaciones de la casa comercial:

1.- Descongelamos todos los reactivos necesarios (detallados en la
tabla3.4.)

2.- Preparamos la mezcla de reaccion multiplicando el volumen de cada
reaccién por el numero de casos que vayamos a retrotranscribir mas un

10% adicional para compensar los errores de pipeteo.

Tabla 3.4. Composicion de la mezcla de reaccion de la RT.

RT Buffer 6.0 10X

RT random primers 6.0 10X

Inhibidor de RNasas 3.0 50U
(50 U/pl)

ARN 400 ng



Total por reaccion (ul) 60

3.- Vorteamos y centrifugamos brevemente la mezcla de reaccion.

4.- Se afade el volumen de reaccidén correspondiente a cada tubo de
200 pl.

5.- Aiadimos el volumen adecuado de ARN (el volumen equivalente a 400
ng de ARN total) y rotular los tubos

6. Introducir los tubos en el termociclador y cargar el siguiente programa de

temperaturas (tabla 3.5).

Tabla 3.5. Condiciones de la reaccion de RT en cuanto a temperatura y tiempos de

incubacion.
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min o0

7.-El ADNc obtenido se almacena a -20°C hasta el momento de su uso.

3.4.5. PCR cuantitativa.

La expresion de los genes incluidos en el presente estudio se llevé a cabo
utilizando la tecnologia de sondas TagMan vy tarjetas microfluidicas de baja

densidad (Applied Biosystems®).
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En la tabla 3.6 se especifican los genes estudiados. Entre los genes incluidos en
el estudio destacamos: promotores e inhibidores especificos de la angiogénesis
(5); factores de crecimiento y receptores (43); citocinas y quimiocinas (15);
moléculas de adhesion (5); proteinas de la matriz, proteasas e inhibidores (17);

factores de transcripcion (6); otros (5).

Tabla 3.6. Genes y ensayos incluidos en la matriz de baja densidad para el estudio de expresién

de factores angiogénicos y de proliferacién por RT-PCR cuantitativa.

N Simbolo del gen Referencia del Amplicon | OMIM
ensayo tamario
(Applied Biosystems) (pb)

Promotores e inhibidores especificos
1 AMOT (angiomotin) Hs00611096_m1 65 300410
2 ANG (angiogenina) Hs00265741_s1 91 105850
3 ANGPT1 (angiopoietin-1) Hs00181613_m1 87 601667
4 ANGPT2 (angiopoietin-2) Hs00169867_m1 73 601922
5 CHGA (Vasostatin/Chromogranin-A) Hs00154441_m1 115 118910
Factores de crecimiento y receptores
6 Ephrin 2A (EFNA2) Hs00154858 m1 89 602756
7 Ephrin-A5 (EFNA5) Hs00157342_m1 98 601535
8 Ephrin-B2 (EFNB2) Hs00187950_m1 63 600527
9 EPHB4 (Ephrin B4) Hs00174752_m1 82 600011
10 FGF1 (aFGF) Hs00265254_m1 65 131220
11 FGF2 (bFGF) Hs00266645_m1 82 134920
12 FGF4 Hs00173564_m1 53 164980
13 FGF6 Hs00173934_m1 64 134921
14 | FGF7 Hs00384281_m1 85 148180
15 FGFR1 Hs00241111_m1 81 136350
16 FGFR2 (KGFR) Hs00240792_m1 77 176943
17 FGFR3 Hs00179829_m1 104 134934
18 FGFR4 Hs00242558 m1 74 134935
19 PDGFA Hs00234994 m1 93 173430
20 PDGFB Hs00234042_m1 80 190040
21 PDGFRA Hs00183486_m1 92 173490
22 PDGFRB Hs00182163_m1 86 173410
23 PF4 (Platelet factor 4) Hs00236998_m1 86 173460
24 TGFA Hs00177401_m1 95 190170
25 TGFB1 Hs00171257_m1 63 190180
26 TGFB2 Hs00234244_m1 92 190220
27 TGFB3 Hs00234245_m1 75 190230
28 TGFBR1 Hs00610319_m1 126 190181
29 TGFBR2 Hs00234253_m1 70 190182
30 TGFBR3 Hs00234257_m1 60 600742
31 FIGF (VEGFD) Hs00189521_m1 130 300091
32 FLK1 (KDR) Hs00176676_m1 84 191306
33 FLT1 (VEGFR2) Hs00176573_m1 55 165070
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34 PGF Hs00182176_m1 56 601121
35 VEGF Hs00173626_m1 77 192240
36 VEGFB Hs00173634_m1 69 601398
37 VEGFC Hs00153458 m1 126 601528
38 FLT4 (VEGFR3) Hs01047679_m1 89 136352
39 CD36 Hs00169627_m1 77 173510
40 EDG1 Hs00173499 m1 102 601974
Y| EGF Hs00153181_m1 95 131530
42 EGFR Hs00193306_m1 69 131550
43 GRO1 (CXCL1) Hs00236937_m1 70 155730
44 HGF (Scatter factor) Hs00300159_m1 92 142409
45 IGF1 Hs00153126_m1 70 147440
46 IGF1R Hs00181385_m1 77 147370
47 TEK (Tie-2) Hs00176096_m1 82 600221
48 TIE1 Hs00178500_m1 74 600222
Citocinas y quimiocinas

49 CSF3 Hs00236884_m1 78 138970
50 IFNA1 Hs00256882_s1 115 147660
51 IFNB1 Hs00277188_s1 134 147640
52 IFNG Hs00174143_m1 79 147570
53 IL10 Hs00174086_m1 119 124092
54 IL12A Hs00168405_m1 67 161560
55 IL8 Hs00174103_m1 101 146930
56 MDK Hs00171064_m1 102 162096
57 NRP1 (neuropilin-1) Hs00826129_m1 97 602069
58 PRL (prolactin) Hs00168730_m1 76 176760
59 PTN (pleiotrophin) Hs00383235_m1 76 162095
60 SCYA2 Hs00234140_m1 101 158105
61 SPARC Hs00277762_m1 122 182120
62 TNFA Hs00174128_m1 80 191160
63 TNFSF15 (VEGI) Hs00353710_s1 97 604052
Moléculas de adhesion

64 CDH5 (VE-Cadherin) Hs00174344_m1 66 601120
65 ITGAS (integrin ab) Hs00233743_m1 86 135620
66 ITGAV (integrin aV) Hs00233808_m1 64 193210
67 ITGB3 Hs00173978_m1 89 173470
68 PECAM1 (CD31) Hs00169777_m1 65 173445
Proteinas de la matriz, proteasas e

inhibidores

69 | ADAMTS1 (METH1) Hs00199608_m1 68 605174
70 | ADAMTS8 (METH2) Hs00199836_m1 59 605175
71 COL18A1 (LOC51695 /endostatin) Hs00181017_m1 72 120328
72 FN1 (fibronectin) Hs00415006_m1 86 135600
73 HPSE (heparanase) Hs00180737_m1 59 604724
74 MMP2 Hs00234422 m1 83 120360
75 MMP9 Hs00234579 _m1 54 120361
76 MSR1 Hs00234012_m1 80 153622
77 PLAU (uPA) Hs00170182_m1 104 191840
78 SERPINBS (maspin) Hs00184728 m1 104 154790
79 SERPINF1 (PEDF) Hs00171467_m1 88 172860
80 THBS1 Hs00170236_m1 109 188060
81 THBS2 Hs00170248_m1 87 188061
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82 THBS3 Hs00200157_m1 85 188062
83 THBS4 Hs00170261_m1 98 600715
83 TIMP1 Hs00171558_m1 104 305370
85 TIMP2 Hs00234278_m1 73 188825
Factores de transcripcion

86 ERBB2 Hs00397754_m1 58 164870
87 ETS1 Hs00428287_m1 92 164720
88 HIF1A Hs00153153_m1 76 603348
89 ID1 Hs00357821_g1 62 600349
90 ID3 Hs00171409_m1 129 600277
91 MADH1 (SMAD1) Hs00195432_m1 67 601595
Otros genes relacionados

92 ENG (endoglin) Hs00164438_m1 81 131195
93 PTGS1 (cox-1) Hs00168776_m1 109 176805
94 PTGS2 (cox-2) Hs00153133_m1 75 600262
95 B2M (Housekeeping) Hs99999907_m1 75 109700
96 18S (Housekeeping) Hs99999901_s1 187 180473

Para el estudio de los niveles de expresion de los genes, se ha procedido a
realizar una PCR cuantitativa en un termociclador ABI 7900 HT fast (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA) que es capaz de hacer lecturas de
fluorescencia en cada ciclo de la amplificacion. La caracteristica de esta
amplificacion es que en la reaccion, ademas de los primers especificos, se
afaden unas sondas disefiadas para hibridar en el centro de la secuencia
amplificada (sondas TagMan) y una polimerasa con actividad 5’-3’ exonucleasa.
Las sondas TagMan se caracterizan por contener una molécula fluoréfora y una
atenuadora de fluorescencia (quencher) que actian por transferencia electrénica
de la resonancia (FRET), de forma que no emite fluorescencia. En cada ciclo de
PCR las sondas se hibridan a las monohebras de ADN que se han formado en
ciclos anteriores y que representan un molde para la nueva sintesis de ADN. La
polimerasa incorpora nucleétidos en direccion 3'-5’ hasta que llega al punto en
que se encuentra con la sonda TagMan hibridada en la direccion 5°-3’ (sentido
complementario). En este momento activa su funcién 5°-3’exonucleasa que
degrada la sonda, separando fluoréforo y atenuador, emitiéndose asi
fluorescencia. La monitorizacion de este cambio de fluorescencia permite inferir la

cantidad inicial de ADN en nuestra muestra (figura 3.6).
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Figura 3.6. Mecanismo de actuacion de las sondas TagMan usadas para la detecciéon de secuencias génicas

en la PCR en tiempo real. Imagen tomada de http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/real-time-pcr.

Ademas de las precauciones generales adoptadas para la PCR cualitativa, hay
otra adicional para la reaccion cuantitativa: los productos de PCR ademas de
cortos deben ser homogéneos para garantizar una mayor reproducibilidad y

comparacion fiable de los resultados %% 3¢,

3.4.5.1.- Cuantificacion relativa por RT-PCR cuantitativa.

Para analizar los niveles de expresion de genes implicados en la

angiogénesis tumoral en las primeras fases del crecimiento, empleamos la
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modalidad de qPCR relativa. En ésta se cuantifica la expresion relativa de nuestra
muestra con respecto a una poblacién control (tumor previo al transplante). Esta
transformacion se lleva a cabo con el método 2 ™22°, Es un modelo que no
requiere el calculo de las eficiencias de la reacciéon, ya que asume que es el 100%
en la cuantificacién del gen problema y del gen control %1 Este método se aplica
para una estimacion rapida de la proporcion relativa de la expresion génica
estudiando la relacién entre los valores del ciclo umbral (Ct) de la muestra y los

valores Ct del control.

En las tablas 3.7 y 3.8 se muestran la mezcla de la reaccién el programa

de temperaturas y los assays (ABIl) usados en la qPCR relativa:

Tabla 3.7. Mezcla de reaccion para la qPCR relativa en modo fast.

Reactivo Volumen (pl) por Concentracion
reaccion
Taq Man Master Mix 5.0 2X
Fast (ABI)
Assay 1.0 10X
ADNc 2.0
Agua libre de RNasas 2.0
(DEPC)
Volumen final 10.0
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Tabla 3.8. Condiciones de la qPCR para cuantificacion relativa (modo fast)

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 20 segs 1
95°C 3 segs

40
60°C 30 segs

3.4.5.2.- Método de analisis de expresion relativa 2 ¢,

Los datos obtenidos en la PCR cuantititativa estan expresados en Ct (Threshold
cycle o ciclo umbral), este valor indica el ciclo en el que el termociclador en tiempo
real empieza a detectar fluorescencia en la fase exponencial de la cinética de
amplificacion. Por tanto, este valor nos da una medida indirecta e inversa de la
cantidad inicial de ADNc y por tanto de ARNm existente en nuestra muestra, de
modo que a mayor Ct menor cantidad de ADNc y por tanto menos se expresa el
gen estudiado. Una forma de calcular la expresion relativa de un determinado gen

—AACt

es utilizar el método 2 que consiste en una transformacién matematica para

convertir los datos relativos en absolutos 6% 363 3¢

. Este segundo método es el
que se utiliza en este trabajo para medir la expresion génica de los 96 genes

estudiados.
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3.4.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Muestras de sangre fueron tomadas de todos los ratones nude sacrificados en los
diferentes tiempos (fig.3.2) en cada uno de los seis modelos experimentales. El
suero se evalud para niveles de VEGF en humanos y ratones usando los kits de
RayBio® VEGF ELISA (ELH-VEGF-001 y ELM-VEGF-001 para humanos y
ratones respectivamente) y siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La
lectura colorimétrica se realizé en el lector de placas MultiRead 400 (Anthos).

A continuacion se describe brevemente el procedimiento llevado a cabo.

Para cada uno de los ensayos se parte de las mismas cantidades de suero animal

(200 pl aproximadamente) sin la posibilidad de duplicados.

3.4.6.1.- VEGF humano y murino.

Tanto el kit RayBio ® Human VEGF ELISA como el RayBio ® Mouse VEGF
ELISA (Enzyme-Linked Método Inmunoenzimatico) son ensayos in vitro
inmunoenzimaticos para la medicion cuantitativa de VEGF humano y de ratén
respectivamente, tanto en suero, plasma, sobrenadantes de cultivos celulares y
en orina. Este ensayo emplea un anticuerpo especifico para el VEGF humano
(ELH-VEGF-001) o de ratén (ELM-VEGF-001) cubierto sobre una placa de 96
pocillos. Los patrones y las muestras son pipeteadas en los pocillos y el VEGF
presente en la muestra se unira a los pocillos por el anticuerpo inmovilizado.
Luego, los pocillos se lavan y se afiade el anticuerpo VEGF antihumano o
antiraton biotinilado. Después de lavar el anticuerpo anti-VEGF no unido, se
pipetea en los pocillos estreptavidina conjugada con HRP. Se lavan de nuevo los
pocillos, se afiade una solucion de sustrato TMB a los pocillos y aparece una
intensidad de color en proporcién a la cantidad de VEGF unido. La solucién de
parada cambia el color de azul a amarillo, y la intensidad de color es medida en
450nm.

El kit de ELISA no muestra reactividad cruzada con ninguna de las citocinas
testadas (e.g., angiogenina humana, BDNF, BLC, ENA-78, FGF-4, IL-1a, IL-1p3,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, p70, IL-12 p40, IL-13, IL-
15, IL-309, IP-10, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, leptina, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MDC,
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MIP-1a, MIP-1 B, MIP-18, PARC, PDGF, RANTES, SCF, TARC, TGF-8, TIMP-
1, TIMP-2,TNF-a,TNF-B,TPO).

3.4.6.1.1.- REACTIVOS

1. Microplaca de VEGF(item A): 96 pocillos revestidos con VEGF antihumano
(ELH-VEGF-001) o antiraton (ELM-VEGF-001).

2. Concentrado de tampon lavado (20x)(item B): 25ml de solucién concentrada
20x.

3. Estandares (item C): 2 viales de VEGF recombinante humano (ELH-VEGF-
001) o raton (ELM-VEGF-001).

4. Diluyente A (item D): 30ml, 0.09% de azida de sodio como conservante.

5. Diluyente B(item E): 15ml de tampo6n concentrado 5x.

6. Deteccion del anticuerpo VEGF(item F): 2 viales de anti-VEGF biotinilado
(cada vial es suficiente para el ensayo con media microplaca).

7. Concentrado de HRP-estreptavidina (item G): 8ul de HRP-estreptavidina
concentrada 15,000x.

8. Sustrato reactivo TMB de un paso (item H): 12ml de 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina(TMB) en solucién tamponada.

9. Solucién de parada (item I): 8ml de acido sulfurico 2M.

3.4.6.1.2.- ALMACENAMIENTO

Puede almacenarse durante mas de 5 meses a 2-8°C desde la fecha de
produccioén. El estandar (proteina recombinante) debe almacenarse a -20°C o -
80°C (se recomienda esta ultima) tras la reconstituciéon. Las microplacas abiertas
de pocillos y los reactivos pueden almacenarse durante mas de un mes de 2° a
8°C.

3.4.6.1.3.- MATERIALES ADICIONALES NECESARIOS

Para llevar a cabo las pruebas de ELISA hiczo falta el siguiente material

suplementario:
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1. Microplaca lectora capaz de medir la absorbancia a 450nm [MultiRead 400
(Anthos)].

2. Pipetas de precision para repartir volumenes de 2 pl a 1ml (multicanal

semielectronica Eppendorff).

Pipetas ajustables de 1-25ml para preparar reactivos.

Cilindros graduados de 100ml y 1I.

Papel absorbente.

Agua destilada o desionizada.

Ordenador con software para analizar los datos de ELISA.

© N o> g ke

Tubos para preparar estandares o diluciones muestra.

3.4.6.1.4.- PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1. Atemperar (18 - 25 ° C) todos reactivos y muestras antes de utilizar.

2. Preparacioén estandar: girar el vial del diluyente C, a continuacion, se afade 400
pl de diluyente A (para muestras de suero / plasma) en el frasco C para preparar
un estandar de 50ng/ml. Disolver el polvo a fondo con un movimiento suave.
Afadir 180 ul de VEGF estandar del vial C, en un tubo con 320 pl de diluyente A
para preparar 18000pg / ml solucion estandar. Pipetear 400 pl de diluyente A en
cada tubo. Luego se utiliza la solucion estandar de reserva para realizar una serie
de diluciones (fig.3.7). Mezclar cada tubo a fondo antes de la siguiente

transferencia. El diluyente A sirve como el estandar cero (Opg/ml).
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180 ul standard

+320 pl 200ul 200pl 200l 200pd 200 200 pl
18.000 6000 2000 6667 2222 7407  24.69 0

pg/ml  pgml  pg/ml  pg/ml  pgml  pg/ml pg/ml pg/ml

Figura 3.7. Esquema de modo de realizacion de las sucesivas diluciones para realizar las

preparaciones o diluciones estandar.

3. Dilucién muestra: si las muestras necesitan ser diluidas, el diluyente A

(marcado D) se usa para la dilucion de las muestras de suero/plasma.

4. Si el concentrado de lavado (20x) (item B) contiene cristales visibles, calentar a
temperatura ambiente y mezclar suavemente hasta que se disuelva. Diluir 20 ml
de tampédn de lavado concentrado en agua desionizada o destilada para dar 400

ml de tampdn de lavado 1x.

5. Girar el vial de deteccion de anticuerpos (item F) antes de su uso. Afiadir 100l
de diluyente B 1x en el vial para preparar un concentrado de anticuerpo de
deteccion. Pipetear arriba y abajo para mezclar suavemente (el concentrado
puede almacenarse a 4 ° C durante 5 dias). El concentrado de deteccion de

anticuerpos debe ser diluido 100 veces con diluyente B 1x.
6. Girar el vial de concentrado HRP-estreptavidina (item G) pipetear

arriba y abajo para mezclar suavemente antes de su uso. El concentrado HRP-

estreptavidina debe ser diluido 15000 veces con el diluyente B 1x.
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3.4.6.1.5.- PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
1. Atemperar todos los reactivos y muestras (18 - 25 ° C) antes de utilizar.
2. Anadir 100 pl de cada estandar y muestra en los pocillos apropiados. Se cubre

bien y se incuba durante 2,5 horas durante toda la noche a 4 ° C con agitaciéon

suave.

3. Después del periodo de incubacién, se desecha la solucién y se lava 4 veces

con solucién de lavado 1x (200 pl en cada uno).

4. Afadir 100 pl de anticuerpo biotinilado preparado 1x a cada pocillo. Incubar

durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave.

5. Desechar la solucion y lavar 4 veces con solucién de lavado 1x. Repetir el

lavado como en el paso 3.

6. Afadir 100 pl de solucion de estreptavidina preparada a cada pocillo. Incubar

durante 45 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave.

7. Desechar la solucion y lavar 5 veces con solucién de lavado 1x. Repetir el

lavado como en el paso 3.
8. Anadir 100 pl de TMB reactivo de un solo paso (item H) a cada pocillo. Incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad agitando

suavemente.

9. Anadir 50 pl de solucién de parada (item I) a cada pocillo. Leer a 450 nm

inmediatamente.
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3.4.6.1.6.- CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcular la absorbancia media para cada conjunto de los estandares, los controles
y las muestras, y restar el promedio de densidad Optica estandar cero. Trazar la
curva estandar en papel logaritmico o usar el software apropiado, con nivel de
concentracion estandar en el eje x y la absorbancia en el eje y. Dibujar el mejor
ajuste en linea recta a través de los puntos estandar. La dosis minima detectable

de VEGF es normalmente menos de 20pg/ml.

OD=450 nm

0.01 4

0.001 T T T
10 100 1,000 10,000 100,000

Concentracion de VEGF (pg/ml)

Figura 3.8. Curva estandar donde se representa la medida de absorbancia a 450nm de cada una
de los puntos de la curva de concentracion conocidos. Los valores de las concentraciones de las
muestras de estudio se obtienen por extrapolacion a las curvas obtenidas. Para cada experimento

es necesaria la elaboracién de una nueva curva estandar.

3.5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos de la matriz se realizaron utilizando el Gene Expression

Pattern Analysis Suite v3.1 (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).
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4. RESULTADOS






A continuacién, enumeraremos y describimos con detalle cada una de las
experiencias realizadas en los sarcomas incluidos en el estudio y describiremos
los cambios tumorales que se producen en las primeras fases del crecimiento
neoplasico tras el xenotrasplante a nivel morfolégico con H&E,
inmunohistoquimico utilizando tanto la técnica de peroxidasa como
Inmunoflurescencia IF indirecta valorando los niveles de expresion de las
quimiocinas (GRO, CXCL9 y CXCL10) y sus receptores (CXCR2 y CXCR3), asi
como de otros factores angiogénicos. Por ultimo, describimos los niveles de
expresion de genes relacionados con la angiogénesis por técnicas de biologia
molecular y estudiaremos la posible correlacién con la expresion de citocinas

anteriormente citadas.

4.1. SARCOMA DE EWING.

El  tumor primario humano procede de un varén de 6 afios de edad que
presentaba una masa cervical.

El ES que utilizamos en nuestra experiencia es un ES/PNET convencional tipico
constituido por células pequefias redondas y azules con escaso estroma tumoral.
El tumor presenta un crecimiento difuso con abundantes areas parcheadas de
necrosis y vascularizacion. El perfil inmunohistoquimico muestra positividad
franca para CD99 y vimentina, positividad débil para enolasa neuronal especifica,
sinaptofisina y S-100. Por otro lado, muestra negatividad para expresion de
citoqueratinas, actina de musculo liso y desmina. Los estudios moleculares
revelaron la caracteristica traslocacion EWS/FLI1.

El tumor fue inoculado en ratones nude generando sucesivos pases.
Concretamente el tumor que escogimos para la experiencia provenia del pase

numero 13 de ratones nude.
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4.1.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

A las primeras 24h tras el implante aparece una amplia zona central necrética
(core), rodeado de un anillo de células tumorales bien preservadas de 200 ym de
grosor. Ademas, un anillo de células del huésped aparecen alrededor, se
componen de células redondas y fusiformes, pero sin formacién de nuevos vasos
sanguineos, acompafado de una hiperemia de los vasos murinos en contacto con
el tumor. Se observa edema en el tejido celular peritumoral perteneciente al raton.
En el tumor se observan abundantes figuras de apoptosis, principalmente
localizadas en un anillo de células localizadas entre el area central necrética y el
area periférica mejor conservada. En esta ulltima area, persisten los vasos
sanguineos originales del tumor humano en el transplante.

En resumen, en el tumor xenotrasplantado en esta primeras horas de injerto se
distinguen 3 areas: a) necrosis central, b) capa de células apoptoéticas y c¢) un
anillo de células tumorales bien preservadas (aproximadamente 20 capas de

células tumorales que mide 200 uym de tamano). Ver figura 4.1.1A y B.

A las 48h el tumor mantiene las tres areas bien delimitadas, una zona central con
necrosis, una zona de necrobiosis y otra de células bien preservadas de 20
células de espesor. La interfase entre el injerto y el tejido peritumoral murino
muestra una infiltracion de células redondas y fusiformes de células tipo
mesenquimales asi como vasos hiperémicos y una respuesta inflamatoria

compuesta principalmente por células redondas linfoides.

A las 96h la histopatologia permanece parecida, manteniéndose las alteraciones
descritas ya en las 48h; sin embargo, la zona tumoral bien preservada muestra
una disminucion del nimero de células (alrededor de 10-15 células tumorales de
espesor), aumentando el area de células apoptéticas y de necrosis en el area
central. Aparece una proliferacién de células mesenquimales que emigran desde
la zona de interfase del tejido del huésped al interior del tumor y produciendo un
patrén pseudolobulillar en el area periférica del tumor. Aisladas células fusiformes
con nucleos densos y escaso citoplasma migran hacia el interior del tumor, estas

células parecen las predecesores de la formacion de nuevos vasos sanguineos
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intratumorales. En la periferia del tumor persiste una intensa hiperemia (fig.4.1.1C
y D).

Una semana tras el implante, la histopatologia en el injerto tumoral mantiene las
alteraciones descritas previamente. Por tanto, la necrosis central decrece al
compararlo con las observaciones previas (24, 48, 96 horas). El tumor muestra
intussusception significativa de angioblastos agrupados o aisladas pero
entremezcladas con las células tumorales en estrecha relacion de contigiidad
(vascular mimicry). Ademas, numerosas yemas vasculares aparecen a partir de
capilares hiperémicos localizados en la periferia del tumor, en el estroma murino
(fig.4.1.1E y F).

El tumor mantiene las 3 areas bien delimitadas, un area central necrética, un
anillo de necrobiosis y una capa periférica de células bien conservadas de 20
capas de células tumorales. El tumor se encuentra bien delimitado y se observa
una proliferacién pseudoencapsulada inicial. En la interfase, una proliferacién de
células redondas y fusiformes aparecen a modo de células mesenquimales junto
a mastocitos aislados. El tumor muestra abundantes células mesenquimales y
hemangioblasticas en los campos de la interfase. Los brotes vasculares (vascular
sprouting) aumentan tanto en la zona peritumoral como en la intratumoral. Al
mismo tiempo, se encuentran varios capilares pequefios en el tumor rellenos de
hematies (fig.4.1.1E y F).

En la segunda semana la neoplasia esta casi completamente remodelada
mientras que la zona necrética central se ha reabsorbido y la necrosis esta
ausente. Las células neoplasicas viables componen la totalidad del tumor,
pareciéndose al tumor control. El tumor se encuentra aislado por una
pseudocapsula del tejido huésped en la que se observan abundantes vasos
capilares neoformados junto a angioblastos mesenquimales y células redondas
como mastocitos.

En el tumor se encuentra una neoangiogénesis prominente con una proliferacion
de hemangioblastos, apareciendo nuevos capilares adyacentes o en contigiidad

a las células tumorales.
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A la cuarta semana, el tumor se encuentra totalmente remodelado y estabilizado
mientras el ratén desarrolla una capsula con células mesenquimales y una red de
vasos capilares. La angiogénesis tumoral se asocia a un incremento en la

vascularizacion intratumoral parecida a la existente en el tumor control (fig.4.1.1G
y H).

En el estudio morfolégico realizamos un recuento de mitosis en los diferentes
tiempos. El recuento se realiz6 en cinco campos a gran aumento. Observamos
que en las primeras 48h el tumor presenta un bajo indice proliferativo y aumenta
progresivamente a partir de las 96h hasta el tumor control. Este dato se
correlaciona con la tinciébn inmunohistoquimica de Ki67 como veremos
posteriormente.

En el recuento mitético surgieron varias complicaciones entre ellas la dificultad
para distinguir figuras de apoptosis y mitosis en las primeras fases del desarrollo
que junto a la variabilidad del area tumoral viable en los distintos tiempos, hace

que dicha valoracién no sea todo lo objetiva que debiera.
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Figura 4.1.1. Progresién morfolégica de los procesos de angiogénesis tumoral correspondiente al
ES. A, xenotrasplante a las 24h con abundante necrosis central (macro-micro). B, implante
tumoral a las 24h, con las tres areas tumorales descritas anteriormente (200X). C, xenotrasplante
a las 96h con adelgazamiento evidente de la capa de células tumorales viables (macro-micro). D,
xenoinjerto a las 96h con presencia de un infiltrado inflamatorio linfoide con vasos capilares
hiperémicos (200X). E, xenotrasplante a los siete dias mostrando una ligera disminucion de la
zona de necrosis central (macro-micro). F, muestra del injerto en la primera semana postrasplante
con abundantes células mesenquimales y angioblasticas peritumorales asociadas a células
inflamatorias (200X). G, muestra del injerto tumoral a la cuarta semana postrasplante con ausencia
de necrosis tumoral central (macro-micro). H, injerto tumoral a la cuarta semana en el que destaca

una capsula fibrosa peritumoral y vasos capilares intratumorales hiperémicos (200X).
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4.1.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

A continuacion se describen los resultados de la expresion de las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y GRO junto a sus respectivos receptores CXCR3 y CXCR2. En
primer lugar se expondran los resultados con peroxidasa para a continuaciéon

destacar los resultados con inmunofluorescencia indirecta.

4.1.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.1.2.1.1. -CXCL9

En el modelo de sarcoma de Ewing analizado, la expresion de CXCL9 en las
células tumorales es fundamentalmente citoplasmatica. La positividad en general
es de moderada a intensa, cuya variabilidad podemos verla en las figuras 4.1.2 y
4.1.6. La expresion alcanza su maximo a las 96h para disminuir progresivamente.
Debemos resefiar que en general presenta una expresion sutiimente mas intensa
en las zonas tumorales perinecréticas y en contacto con el estroma murino (fig.
4.1.2B).
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Figura 4.1.2. Expresion de CXCL9 en los diferentes tiempos con inmunotincion con peroxidasa en
el ES. A, expresion intensa de CXCL9 en el tumor control con intensidad ligeramente mayor en las
areas perinecroticas (200X). B, expresion leve-moderada de CXCL9 a las 24h con expresion en
las células estromales y células tumorales periféricas en contacto con el estroma (200X). C,
expresion citoplasmatica moderada-intensa de CXCL9 en la primera semana (200X). D, expresion
intensa citoplasmica de CXCL9 en la 2 sem (100X).

4.1.2.1.2. -CXCL10

La expresion de esta quimiocina es citoplasmatica y nuclear en las células
neoplasicas. La positividad suele ser moderada en practicamente todos los
tiempos alcanzando su pico de expresibn a las 48h, para disminuir
progresivamente tras una fase de meseta (fig. 4.1.5). La expresion es bastante
homogénea en todas las células aunque parece ser ligeramente mas intensa en

las areas perinecréticas y adyacentes al estroma murino desde las 48h a la
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primera semana postrasplante. En el resto de tiempos la expresién es mas

homogénea (fig.4.1.3).

Figura 4.1.3. Expresion de CXCL10 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa
en el ES. A, expresion moderada y nuclear de CXCL10 a las 24h (100X), expresion nuclear
(detalle 630X). B, expresion intensa de CXCL10 tumoral y estromal a las 48h (100X). C, expresion
intensa de CXCL10 a las 96h, con ligera positividad mas intensa en el area periférica y
perinecrética (100X). D, expresion moderada de CXCL10 a las 2sem (100X).

4.1.2.1.3.-CXCR3

Expresiéon citoplasmatica en las células tumorales, homogénea en todas ellas
pero se observa una expresién heterogénea en los diferentes tiempos,
presentando una positividad mayor en las primeras fases, observandose dos
picos de expresion, uno a las 48h y el otro a la segunda semana. En la segunda
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semana se observa mayor positividad en las células tumorales adyacentes al area

de necrosis. Ver figura 4.1.4.

Figura 4.1.4. Expresion IHQ con peroxidasa de CXCR3 en los diferentes tiempos del ES. A,
expresion intensa y homogénea de CXCR3 a las 24h (100X). B, expresidbn moderada y
homogénea de CXCR3 a las 96h (100X). C, expresion moderada de CXCR3 a la 1sem con
expresion del estroma murino peritumoral (100X). D, expresién moderada-intensa de CXCR3 a la

2sem, levemente mas intensa en las areas perinecréticas (100X).
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Figura 4.1.5. Grafica de los niveles de expresiéon observado de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y

su receptor CXCRS3 segun tincién inmunohistoquimica con peroxidasa en el ES.

4.1.2.1.4.-GRO

La expresion de GRO fue muy tenue en todos los tiempos presentando una
expresion citoplasmatica y nuclear aislada. La positividad fue homogénea en
todas las células tumorales en los diferentes tiempos. S6lo en las primeras 48h y
a partir de la tercera semana se observan dos picos de expresion (fig.4.1.7),

presentandose un ligero aumento de la positividad en las areas perinecréticas.

4.1.2.1.5.-CXCR2

La expresion citoplasmatica y nuclear del receptor CXCR2 en el ES es intensa
hasta las primeras 96h, presentando una positividad homogénea en todas las
células neoplasicas. La expresion parece ser de menor intensidad a partir de la

primera semana del xenotrasplante. Ver figura 4.1.6.
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Figura 4.1.6. Expresion IHQ con peroxidasa de CXCR2 en los diferentes tiempos del ES. A,
expresion moderada de CXCR2 en el tumor control (200X) citoplasmica y nuclear (detalle 400X).
B, expresion intensa y homogénea de CXCR2 a las 48h, expresion del estroma murino peritumoral
(100X). C, expresion intensa y homogénea de CXCR2 a las 2sem (100X). D, expresién moderada
homogénea de CXCR2 a la 4sem (200X).
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Figura 4.1.7. Grafica de expresion inmunohistoquimica con peroxidasa de la quimiocina GRO y su
receptor CXCR2.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el ES con el

estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1- Existe una mayor expresion de quimiocinas y sus respectivos receptores a las
24 y 48h (CXCL9, CXCL10 con CXCR3 y GRO con CXCR2).

2- CXCL9 parece activarse también a partir de la primera semana del xenoinjerto,
lo que también se asocia y la expresién de su receptor CXCR3.

3- CXCL10 parece activarse s6lo a las 48h, en el resto de la experiencia
mantiene un nivel de expresién constante.

4- GRO al igual que CXCL9, se activa también en fases tardias de la experiencia

(3% y 42 semana) y parece asociarse a la expresion de su receptor CXCR2.
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4.1.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.1.2.2.1.-CXCL9-CD99

Al igual que en la peroxidasa la expresion citoplasmatica y membranosa de
CXCL9 en las células neoplasicas es moderada e intensa en todos los tiempos
siendo ligeramente mas intensa en las areas perinecroticas y periestromales. (fig.
4.1.8). La quimiocina es expresada también por las células del estroma
peritumoral. Por otro lado la expresiéon de membrana de CD99 es intensa vy

homogénea en todos los tiempos y nos distingue claramente la zona de células

neoplasicas del estroma murino y areas de necrosis.

Figura 4.1.8. Expresion IHQ con inmunofluorescencia indirecta (IF) de CXCL9 (azul) en los
diferentes tiempos en combinacion con CD99 (verde). A, expresion intensa y heterogénea de
CXCL9 en el tumor control (400X). B, expresion citoplasmica intensa de CXCL9 a las 24h (400X).
C, expresion moderada y heterogénea de CXCL9 a las 48h (400X). D, expresién moderada-
intensa de CXCL9 a las 96h, mas intensa en el area perinecrética (400X). E, expresion intensa de
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CXCL9 a la 1sem con expresion del estroma peritumoral (400X). F, expresion intensa de CXCL9
heterogénea y citoplasmatica a la 2sem (400X).

4.1.2.2.2.-CXCL10-CD99

La expresion citoplasmatica y nuclear de CXCL10 en IF es moderada e intensa en
todos los tiempos del ES (fig. 4.1.9), y al igual que ocurre con CXCL9 suele ser
mas intensa en las areas perinecréticas y adyacentes al estroma murino en
algunos tiempos. La quimiocina es expresada también por las células del estroma
peritumoral. Por otra parte, la expresion de CD99 es de membrana, intensa y

homogénea en todos los tiempos y nos demuestra que se trata de células

tumorales de ES.

Figura 4.1.9. Expresién de IHQ con IF indirecta de CXCL10 (azul) en los diferentes tiempos
postxenotrasplante combinado con el CD99 (verde). A, expresion intensa de CXCL10
citoplasmatica y nuclear en el tumor control (400X). B, expresion intensa y homogénea de
CXCL10 a las 24h (400X). C, expresion débil de CXCL10 a las 48h (400X). D, expresion
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moderada-intensa de CXCL10 a las 96h, mas intensa en el area perinecrética y periférica (400X).
E, expresion intensa de CXCL10 a la 1sem con expresion del estroma murino peritumoral (400X).
F, expresion intensa y heterogénea de CXCL10 a la 2 sem (400X).

4.1.2.2.3-GRO

La expresion citoplasmatica de GRO es mas intensa en IF que en peroxidasa,
aunque la expresion es en general mas débil con respecto a las otras dos
quimiocinas. La positividad es homogénea y en la primera semana postrasplante

es mas intensa en las areas periestromales y perinecréticas. La quimiocina es

expresada también por las células del estroma peritumoral con bastante
intensidad (fig. 4.1.10).

Figura 4.1.10. Expresion de GRO con IF indirecta en los diferentes tiempos del ES. A, expresion
moderada y citoplasmica de GRO a las 24h (400X). B, expresion moderada de GRO a las 96h en
el ES (400X). C, expresion intensa de GRO tumoral y en el estroma murino en la 1sem, obsérvese
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la mayor intensidad en el area periférica del tumor (400X). D, expresion moderada y heterogénea
de GRO a las 4sem (400X).

En resumen podemos destacar que los ligandos CXCL9, CXCL10 y GRO son
expresados y producidos por las propias células neoplasicas, expresandose de
forma moderada-intensa, siendo esta expresién ligeramente mas intensa en las
areas del tumor mas cercanas a la necrosis central y al estroma murino. Las
células inflamatorias intratumorales y estromales del huésped como los linfocitos y

fibroblastos nos sirven de control interno en la técnica.

4.1.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

La expresion de CXCL9 combinado con su receptor CXCR3 es mucho mas tenue
que en peroxidasa. La expresion es mas homogénea, so6lo a las 24h se observa
una intensidad mayor en las células tumorales adyacentes o cercanas al estroma
del huésped para CXCL9. La expresién del ligando es mas intensa en las
primeras horas postrasplante.

La expresion membranosa y citoplasmatica del receptor CXCR3 es moderada-
intensa y homogénea en todos los tiempos del ES y en las células del estroma

tumoral expresandose de manera al parecer constitutiva. Ver figura 4.1.11.
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Figura 4.1.11. Expresion IF indirecta de CXCL9 (rojo) con su receptor CXCR3 (verde) en los
diferentes tiempos del ES. A, expresion ausente de CXCL9 y moderada de receptor en el tumor
control (400X). B, expresion moderada de ligando y receptor a las 24h (400X). C, expresion débil
de ligando y moderada de receptor (400X). D, expresion leve de CXCL9 y moderada de CXCR3
en el tumor y en el estroma alas 96h (400X). E, expresion leve de ligando y receptor en la 1sem,
con ligero aumento de expresion de CXCL9 en el area perinecrotica y periférica del tumor (400X).
F, expresion leve de ligando y moderada de receptor en la 2sem (400X).

4.1.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

La expresion de ligando en general es leve-moderada siendo ligeramente mas
intensa en las areas periestromales y/o perinecréticas (fig.4.1.12B). Por otro lado
el receptor CXCR3 muestra una intensidad de expresibn mayor y mas
homogénea en todas las células neoplasicas, expresandose también en las
células del estroma tumoral de forma constitutiva (fig.4.1.12E). CXCL10 comparte

el mismo perfil de expresion IHQ que el CXCL9.Ver figura 4.1.13.
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Figura 4.1.12. Expresion IF indirecta de CXCL10 (rojo) con su receptor CXCR3 (verde) en los
diferentes tiempos del ES. A, expresion leve de CXCL10 y moderada de receptor en el tumor
control (400X). B, expresion moderada de ligando a las 24h, mayor expresion en el area
perinecrotica y periférica (400X). C, expresion leve de ligando en las 48h (400X). D, expresion
moderada de ligando y receptor, expresién de ambos en el estroma murino peritumoral a las 96h
(400X). E, expresion leve de ligando y receptor en la 1sem (400X). F, expresion muy tenue de
ligando y moderada de receptor en la 2sem (400X).
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Figura 4.1.13. Grafica de expresion de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 y su receptor CXCR3 en
los diferentes tiempos del ES con IF indirecta. En la tercera semana no fueron valorables los

resultados.

4.1.2.2.6.-GRO-CXCR2

La expresion de ligando GRO presenta dos picos de expresion, el primero a las
24h y el segundo a la 1sem. La expresion es mas intensa combinada con su
receptor CXCR2 que en el resto de técnicas al contrario que CXCL9 y CXCL10.
La expresién es moderada-intensa en casi todos los tiempos disminuyendo la
positividad a partir de la segunda semana (fig.4.1.15). Por otro lado la expresién
de receptor citoplasmatica y membranosa se mantiene moderada, homogénea y
constante en todos los tiempos. La quimiocina y el receptor son expresados

también por las células del estroma peritumoral del huésped. Ver figura 4.1.14C.
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Figura 4.1.14. Expresion en IF indirecta de GRO (rojo) con su receptor CXCR2 (verde) en los
diferentes tiempos del ES. A, expresion intensa de GRO y moderada de ligando a las 24h (400X).
B, expresion moderada y citoplasmatica de GRO a las 48h (400X). C, expresién intensa de GRO
tumoral y estromal en la 1sem. La expresion de CXCR2 es tenue tanto en el tumor como en el
estroma (400X). D, expresion intensa de GRO y moderada de CXCR2 en la 2sem, la expresién de

ligando es ligeramente mayor en el area perinecrotica y periférica (400X).
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Figura 4.1.15. Gréfica de expresion de la quimiocina GRO y su receptor CXCR2 en los diferentes

tiempos del ES con IF indirecta. En la tercera semana no fueron valorables los resultados.

La IF indirecta tiene un 40% de concordancia con la peroxidasa. Con el receptor

CXCRS3 la concordancia entre las dos técnicas inmunohistoquimicas es mayor

que con el resto de marcadores.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el ES con el

estudio inmunohistoquimico :

Las células tumorales coexpresan ligandos de linfocinas (CXCL9, CXCL10
y GRO) y sus receptores (CXCR2 y CXCR3).

La expresion de quimiocinas parece ser ligeramente superior en las areas
del tumor adyacentes al area de necrosis tumoral y del estroma murino
tanto en peroxidasa como en IF indirecta.

Las quimiocinas y sus receptores son expresados no solo por las células
neoplasicas si no también por las células del componente inflamatorio
como linfocitos y fibroblastos del estroma peritumoral del huésped.

En IF indirecta, CXCL9 y CXCL10 alcanzan su maxima expresion en las
primeras 24h y 96h disminuyendo a partir de la primera semana. Su

receptor CXCR3 se mantiene elevado hasta la segunda semana donde
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empieza a decaer ligeramente su actividad. Ambas quimiocinas comparten
el mismo perfil de expresion (fig. 4.1.13).

5- En IF indirecta, GRO alcanza su maxima expresion a las 24h, primera y
segunda semana, sin embargo su receptor CXCR2 alcanza su maxima
expresion a las 48h y la expresion es mas mantenida y moderada (fig.
4.1.15).

6- En general la expresion de ligandos es mas fluctuante, observandose dos
picos de expresion dentro de las cuatro semanas. Por otra parte, la
expresion de receptores es mas mantenida y constante en el tiempo por las
células tumorales.

7- La IF indirecta tiene un 40% de concordancia con la peroxidasa. Con el
receptor CXCR3 Ila concordancia entre las dos técnicas
inmunohistoquimicas es mayor que con el resto de marcadores.

8- En el 50% de todas las determinaciones la intensidad de la expresion de
linfocinas y sus receptores con peroxidasa fue mayor que con IF indirecta.
Sé6lo GRO mostr6 mas casos de mayor intensidad de expresion

inmunofenotipica con IF indirecta.

4.1.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULAR'Y
ANGIOGENESIS.

En este apartado describiremos los perfiles de expresion inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados

con la angiogénesis y el crecimiento vascular.

4.1.2.3.1. indice proliferativo.

El indice proliferativo estudiado con la expresion de Ki67 en las células
neoplasicas muestra una menor positividad en las primeras horas del desarrollo
tumoral, aumentando su intensidad a partir de las 96h del injerto tumoral
(fig.4.1.16). Este dato se correlaciona con lo que observamos en el estudio
morfolégico, epigrafe 4.1.1.

Mostramos a continuacion una figura grafica de la expresion del Ki67.
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Figura 4.1.16. Grafica de expresion de Ki67 en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa.

4.1.2.3.2. Factores angiogénicos.

La expresion citoplasmatica de VEGF es homogénea e intensa en la practica
totalidad de las primeras horas y semanas, disminuyendo sé6lo a partir de la
tercera semana del xenotrasplante y en el tumor control. VEGFR1 y PDGFRA
muestra un rapido aumento de expresion en las primeras 48h y se mantiene
elevado. La expresion citoplasmatica del resto de receptores, VEGFR2, VEGFRS3,
FGF2 y VE-CAD es intensa en practicamente todos los tiempos y células
neoplasicas desde las 24h tras el xenotrasplante. Ver figuras 4.1.17, 4.1.18 y
4.1.19.

La expresidon de VEGF y sus receptores es intensa no sélo en las células
tumorales sino también en las células inflamatorias y fibroblastos del estroma
peritumoral. Ver figura 4.1.17C.

Finalmente HIF1A no fue valorable en nuestra experiencia con peroxidasa en el
ES.

Seguidamente mostramos una figura con la expresion de VEGF y VEGFR1 en
diferentes tiempos tras el xenotrasplante junto con graficas comparativas de
expresion numeérica entre VEGF y sus receptores, PDGFRA, FGF2 y VE-CAD.
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Figura 4.1.17. Expresion con peroxidasa de VEGF y el receptor VEGFR1 en los diferentes
tiempos del xenotrasplante en ES. A, expresion de VEGF moderada-intensa del tumor a las 24h
(200X). B, expresion de VEGF moderada-intensa a las 96h en el tumor y en el estroma del raton
(400X). C, expresion moderada de VEGF en la 1sem en el estroma murino (400X). D, expresion
débil de VEGF en la 4sem en el tumor y en el estroma del ratén (400X). E, expresion moderada de
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VEGFR1 en el tumor y en el estroma del ratdn a las 24h (400X). F, expresion intensa de VEGFR1
en el tumor y estroma a las 96h (200X). G, expresion intensa de VEGFR1 en el tumor y el estroma
en la 1sem (200X). H, expresién intensa de VEGFR1 en el tumor y fibroblastos estromales en la
4sem (200X).
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Figura 4.1.18. Grafica de expresion de VEGF y sus distintos receptores en los diferentes tiempos
tras el xenotrasplante.
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Figura 4.1.19. Gréfica de expresion de los factores PDGFRA, FGF2 y VE-CAD con peroxidasa en
los distintos tiempos del xenotrasplante. FGF2 y VE-CAD comparten perfil de expresion.
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4.1.3. ESTUDIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.1.3.1. ELISA

Como se ha indicado en la seccion de Material y Métodos (n° de epigrafe 3.4.6),
se procedié a la determinacion en suero de VEGF de origen humano y de ratén
mediante ELISA. En este caso particular, no se detectd6 expresion de VEGF
humano en toda la experiencia. Sin embargo, y tal y como se muestra en la Fig.
4.1.20 los niveles de VEGF de raton fueron superiores durante las primeras horas

tras el implante del tumor, lo que sugiere que:

1.- EI VEGF humano se produce a nivel local con el objeto de estimular a las
células endoteliales de los capilares que rodean al tumor (que se produce en las

primeras fases de la experiencia, durante la induccién de la angiogénesis);

2.- La expresion de VEGF de raton también se incrementa en las primeras fases
del experimento, probablemente asociada, no solo al rapido crecimiento del
tumor, sino también a la movilizacion de células pluripotentes angioblasticas de la
médula 6sea del ratén que contribuirian al remodelado angiogénico intratumoral

durante la primera semana de la implantacién del tumor.
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Figura 4.1.20. Perfiles de nivel de VEGF en suero de raton en la serie del ES, mostrando un
incremento de la expresion de VEGF en el comienzo del implante. Unidades eje ordenadas pg/ml.

4.1.3.2. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El analisis de expresion de ARN se realiz6 por medio de qRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S718 y 82-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la
implantacion.

Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern
Analysis Suite” v3.1 (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).

En la figura 4.1.21 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series

aplicando una correlacién de distancia y un coeficiente de correlacién lineal.
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Figura 4.1.21. Andlisis de conglomerados de qRT-PCR con los valores de los genes relacionados
con la angiogénesis en el ES.1,24h; 2,48h; 3,96h; 4,1sem; 5,2sem; 6,3sem; 7,4sem.

De esta matriz obtuvimos la siguiente informacion:
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1 -. Las muestras de 24, 48h, 96h y 28 dias compartieron un perfil
gendmico similar y diferente del perfil genémico observado en las muestras
correspondientes a una, dos y tres semanas. Por lo tanto, dos patrones de
expresion pueden ser distinguidas: la fase temprana (primeras 96 horas),



Figura 4.1.22. Histogramas mostrando la sobreexpresion de algunos factores promotores de la
angiogénesis a las 48h desde la implantacion del tumor.

135



VEGFR3 FLravEckRs PDGFRA -

Figura 4.1.23. Histogramas mostrando la sobreexpresion equivalente de los receptores desde los

correspondientes factores de crecimiento pro-angiogénicos.
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Figura 4.1.24. Perfil de expresion de THBS2 y THBS1 en el ES.
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Figura 4.1.25. Perfil de expresion del gen ETS1 en el ES.
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Figura 4.1.26. Perfil de expresion de los genes FGF1 y FGF6 en el ES.
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4.2. OSTEOSARCOMA OSTEOBLASTICO

El tumor primario humano procede de un varén de 22 afios de edad localizado en
la costilla.

El tejido tumoral esta constituido por una proliferacion de células fusiformes y
poligonales que crecen en una matriz osteoide abundante neoplasica de
caracteristicas inmaduras. La citologia formada por osteoblastos atipicos
dispuestos en nidos o mas aislados en matriz osteoide. Hay &reas mas
mesenquimatosas con fuerte polimorfismo y mitosis. Existen numerosas areas de
necrosis acompanante.

Posteriormente dicho tumor se inoculé en ratones nude generando sucesivos
pases. Concretamente el tumor que utilizamos en esta experiencia procedia del

segundo pase en ratones.

4.2.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

En las primeras 24-48h tras el implante, el crecimiento tumoral se inicia en la
porcion externa del implante donde aparece un banda de células tumorales
preservadas junto con otras en picnosis y apoptosis. No se ven mitosis en las
primeras 24 horas apareciendo a las 48 horas junto con una remodelacién del
tejido tumoral mejor conservado y periférico. Centralmente hay franca necrosis. La
remodelacion angiogénica se activa en el estroma peritumoral circundante que se
continua con el tejido conjuntivo del la capsula del raton. En dicho tejido
peritumoral se observa una intensa proliferacion angioblastica y congestion capilar
con microhemorragias acompafiadas de un infiltrado celular de predominio
linfocitario. Se observan brotes endoteliales con actividad mitética en las células
endoteliales de los capilares del huésped.

En estos estadios iniciales proliferan los angioblastos activados de origen
mesenquimal, entremezclados con numerosos linfocitos y macréfagos, generando
una neovasculogénesis mediante formacion in situ de nuevos brotes vasculares.
Se suceden contactos iniciales entre las células endoteliales nuevamente
formadas y las células tumorales transplantadas, por “co-option” y brotes

formando estructuras tubulares.

139



En este estadio se observa una capa periférica de 10-14 células tumorales de 300
um de grosor, bien preservadas y viables, mientras que las células localizadas
mas profundas se quedan aisladas y sufren apoptosis transformandose en un
core necrotico hasta la primera semana tras el xenotransplante (fig.4.2.1A). El
momento de mayor cantidad de necrosis tumoral se observa a las 48h tras el
xenoinjerto. Al igual que se sucedia en otros tumores el numero de mitosis en
estas primeras horas del xenotrasplante disminuye o es relativamente menor que
en los sucesivos tiempos y es a partir de la segunda semana cuando se recupera
el indice divisional caracteristico del tumor, como se observara posteriormente en
la figura grafica de expresion de Ki67 (fig.4.2.17).

El estroma peritumoral del huésped presenta unas caracteristicas mixoides.

Entre la primera y tercera semana postrasplante, la capa de células viables
aumenta progresivamente de grosor, remitiendo la cantidad de necrosis central
sobre todo a partir de la segunda semana. Aparece en este momento una intensa
vasculogénesis y neoangiogénesis en el parénquima tumoral de dos maneras
diferentes. Una, por co-option intratumoral de angioblastos mesenquimales
indiferenciados que de manera selectiva proliferan; y dos por brotes de
crecimiento endotelial de nuevos vasos capilares periféricos del huésped. La red
capilar preexistente del tumor original xenotrasplantado puede persistir
parcialmente, siendo una fuente de angiogénesis intratumoral, pero la mayoria de
estas células endoteliales sufren apoptosis.

A partir de la tercera semana se pierde esas tres areas bien definidas que se
distinguen en las primeras 48h. El nUmero de mitosis se recupera y alcanza el del

tumor control (fig.4.2.1C).
En la cuarta semana, se observan vasos capilares bien establecidos tanto intra

como peritumorales, con escasa necrosis de caracteristicas parcheadas y practica

ausencia de infiltrado inflamatorio linfocitario acompafante (fig.4.2.1D).
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Figura 4.2.1. Imagenes macro-micro del OS osteoblastico en los diferentes tiempos, H&E. A,
muestra de OS a las 24h con abundantes figuras de apoptosis (detalle 400X). B, muestra de OS a
las 48h con abundante necrosis (detalle 400X). C, muestra de OS en la 2sem con necrosis
geografica. D, muestra de OS en la 4sem con escasas areas de necrosis.

4.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

A continuacion se describen los resultados de la expresion de las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y GRO junto a sus respectivos receptores CXCR3 y CXCR2. En
primer lugar se expondran los resultados con peroxidasa para a continuacién

destacar los resultados con inmunofluorescencia indirecta.
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4.2.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.2.2.1.1.-CXCL9

Expresion citoplasmatica, homogénea y de intensidad leve-moderada en los
tiempos, aunque se observa una positividad claramente mas intensa a las 48h.

Ademas se observa una leve expresion matricial (fig.4.2.2B).

Figura 4.2.2. Expresion de CXCL9 en los distintos tiempos de un OS osteoblastico con
inmunotincién con peroxidasa. A, expresion moderada y citoplasmatica de CXCL9 en las células
tumorales y en la matriz osteoide a las 24h (200X). B, expresion intensa de CXCL9 en el
citoplasma de las células neoplasicas y la matriz de osteoide a las 48h (200X). C, expresion
moderada de CXCL9 en la 2sem (200X). D, expresion moderada de CXCL9 en la 4sem (200X).
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4.2.2.1.2.-CXCL10

La expresion citoplasmatica de este ligando es leve-moderada en el OS, empieza
a incrementarse a las 96h y disminuye ligeramente a partir de la tercera semana.

La expresion presenta un caracter homogéneo en las células tumorales. Hay

cierta expresion en la matriz osteoide. Ver figura 4.2.3.

Figura 4.2.3. Expresion de CXCL10 en los distintos tiempos de un OS osteoblastico con
inmunotincién con peroxidasa. A, expresion leve-moderada de CXCL10 a las 24h (200X). B,
expresion moderada-intensa de CXCL10 a las 48h en el citoplasma de las células tumorales y
estroma osteoide (200X). C, expresion moderada de CXCL10 en la 3sem (200X). D, expresion
débil de CXCL10 en la 4sem (200X).

4.2.2.1.3.-CXCR3

Por otro lado la expresiéon con peroxidasa del receptor CXCR3 es al igual que
CXCR2 intracelular y extracelular, sin embargo resulta ser mas heterogénea y
parcheada. La expresién en general es moderada. Ver figura 4.2.5.
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Figura 4.2.4. Expresion de CXCR3 en los distintos tiempos de un OS osteoblastico con
inmunotincién con peroxidasa. A, expresion intensa de CXCRS3 celular y extracelular a las 24h
(200X). B, expresion moderada de CXCR3 de las mismas caracteristicas a las 96h (200X). C,
expresion moderada de CXCR3 celular y extracelular a las 2sem (200X). D, expresién intensa de
CXCRS en las células neoplasicas y matriz extracelular osteoide a las 4sem (200X).
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Figura 4.2.5. Grafica de los niveles de expresion observado de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y

su receptor CXCRS3 segun tincién inmunohistoquimica con peroxidasa en el OS.
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4.2.2.1.4.-GRO

La expresion de GRO aumenta a las 48h y disminuye posteriormente, acabando

siendo nula a la primera semana. El caracter de la expresién es homogéneo y

citoplasmatico en todas las células neoplasicas. Ver figura 4.2.6.

Figura 4.2.6. Expresion de GRO en los distintos tiempos de OS osteoblastico con inmunotincion
con peroxidasa. A, expresion débil de GRO en el tumor control (200X). B, expresidon moderada y
citoplasmatica de GRO a las 48h en las células tumorales y estroma neoplasico (200X). C,
expresion débil de GRO a las 96h (200X). D, expresion ausente de GRO a las 4sem (200X).
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4.2.2.1.5.-CXCR2

La expresion citoplasmatica es intensa tanto en las células tumorales como en la
matriz osteoide en todos los tiempos, esta representa una novedad respecto al

resto de sarcomas estudiados, la presencia del receptor en la matriz. La

positividad presenta un caracter homogéneo en todo el tumor. Ver figura 4.2.7 y
4.2.8.

Figura 4.2.7. Expresion de CXCR2 en los distintos tiempos de un OS osteoblastico con
inmunotincién con peroxidasa. A, B, C y D expresién intensa de CXCR2 en las células tumorales y
en el estroma neoplasico a las 24h, 96h, 1sem y 3sem respectivamente (100X).
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Figura 4.2.8. Grafica de expresion inmunohistoquimica con peroxidasa de la quimiocina GRO y su
receptor CXCR2.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el OS con el

estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1. La expresion de receptores de quimiocinas es en general mas constante
en las primeras fases, mientras que los ligandos muestran pico de
expresion claro a las 48h tras el implante.

2. A partir de la tercera semana parece haber otro pico de expresion de
CXCR3 y CXCL9 que ascienden en paralelo.

3. En general la intensidad de la expresion de CXCR3 y sus ligandos es
parecida mientras que CXCR2 presenta una intensidad claramente mayor
que su ligando GRO.
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4.2.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.2.2.2.1.-CXCL9-VIMENTINA

La expresién es heterogénea dentro del propio tumor. La expresiéon de CXCL9 es
citoplasmatica y de membrana, observandose positividad en la matriz osteoide
extracelular. Por otro lado la expresiéon citoplasmatica de vimentina es intensa y

homogénea en todos los tiempos y nos distingue claramente la zona de células

neoplasicas del estroma murino y areas de necrosis. Ver figura 4.2.9A.

Figura 4.2.9. Expresion de CXCL9 (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un OS osteoblastico. A, expresiéon intensa de CXCL9 en las células tumorales y
estroma neoplasico a las 24h (400X). B, expresion moderada de CXCL9 citoplasmatica y
extracelular a las 48h (400X). C, expresion débil de CXCL9 de las mismas caracteristicas a las
2sem (400X). D, expresion débil de CXCL9 a las 4sem (400X).
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4.2.2.2.2.-CXCL10-VIMENTINA

La expresion es mas heterogénea que la de CXCL9, en las primeras horas la
expresiéon es mas intracelular mientras que en la segunda y cuarta semana la
expresion es también extracelular en la matriz osteoide. La tincion es
citoplasmatica y nuclear (fig.4.2.10A y B). La expresion de vimentina es

citoplasmatica, intensa y homogénea en las células tumorales permitiéndonos

distinguir las areas de tumor viable del estroma murino y la necrosis tumoral
(fig.4.2.10C y D).

Figura 4.2.10. Expresion de CXCL10 (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un OS osteoblastico. A, expresion intensa de CXCL10 a las 24h con tincién celular y
matricial (400X). B, expresion moderada citoplasmica y nuclear de CXCL10 a las 96h (400X). C,
expresion intensa de CXCL10 extracelular a las 2sem (400X). D, expresidbn moderada intra y
extracelular de CXCL10 a las 4sem (400X).
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4.2.2.2.3.-GRO-VIMENTINA

La expresidon de GRO con la vimentina nos permite demostrar que la expresion es
citoplasmatica tumoral pero sobre todo es extracelular. La positividad es
heterogénea y se acomparia de expresion a nivel extracelular como ocurre con las
otras quimiocinas. La expresion de vimentina es citoplasmatica, intensa y
homogénea en las células tumorales permitiéndonos distinguir las areas de tumor

viable del estroma murino y la necrosis tumoral. La primera y segunda semanas

no fueron valorables. Ver figura 4.2.11.

Figura 4.2.11. Expresién de GRO (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un OS osteoblastico. A, expresion de GRO en el tumor control en las células y el
estroma osteoide (400X). B, expresion débil de GRO a las 24h (400X). C, expresion moderada de
GRO a las 96h intra y extracelular (400X). D, expresion débil de GRO a las 4sem intra y
extracelular (400X).
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En resumen podemos destacar que las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y GRO se
expresan en el citoplasma de las células neoplasicas asi como en la matriz
extracelular osteoide de manera heterogénea, sobre todo cabe destacar que
suele ser mas extracelular la expresion a partir de la segunda semana tras el

xenotrasplante.

4.2.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

Expresién de ligando y receptor en las células tumorales y en la matriz

extracelular siendo de mayor intensidad en las primeras 24h, disminuyendo en los

sucesivos tiempos del implante. Ver figura 4.2.14.

Figura 4.2.12. Expresion de CXCL9 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en un OS osteoblastico. A, expresion intensa de ligando y receptor a las 24h

151



(400X). B, expresion débil de ligando intra y extracelular a las 96h (400X). C, expresion débil de
ligando y receptor CXCR3 a las 4sem (400X). D, expresién moderada de ligando e intensa de
receptor en el tumor control expresion tanto intra como extracelular (400X).

4.2.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

Expresion de ligando y receptor en las células tumorales y en la matriz osteoide

con expresidon mas acentuada a las 48h descendiendo progresivamente en los

casos posteriores. Ver figura 4.2.14.

Figura 4.2.13. Expresion de CXCL10 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en un OS osteoblastico. A, expresion débil-moderada de CXCL10 a las 24h,
tincion nuclear y granular (400X). B, expresion intensa de ligando y receptor a las 48h, tincion del
ligando nuclear y granular (400X). C, expresion leve de ligando y moderada de receptor a las 96h,
expresion del receptor extracelular (400X). D, expresion débil de CXCL10 a las 3sem, tincion
nuclear (400X).
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Figura 4.2.14. Grafica de expresion de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 y su receptor CXCR3 en
los diferentes tiempos del OS con IF indirecta. CXCL10 no fue valorable en la segunda semana.

4.2.2.2.6.-GRO-CXCR2

Expresién de ligando en las células tumorales y del receptor en las células
tumorales y matriz osteoide (fig.4.2.15D). La expresion es claramente mas intensa
en las primeras horas después del implante, disminuyendo paulatinamente. Ver
figura 4.2.16.
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Figura 4.2.15. Expresién de GRO (rojo) y el receptor CXCR2 (verde) en los diferentes tiempos con
IF indirecta en un OS osteoblastico. A, expresion intensa de GRO y moderada de CXCR2 a las
24h, expresion extracelular de ambas (400X). B, expresion moderada de GRO e intensa de
ligando a las 96h con expresion extracelular (400X). C, expresion intensa de GRO y moderada del
receptor con expresion extracelular a las 2sem (400X). D, expresion intensa de ligando y débil de
receptor a las 4sem (400X).
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Figura 4.2.16. Grafica de expresion de la quimiocina GRO y su receptor CXCR2 en los diferentes
tiempos del OS con IF indirecta.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el OS con el

estudio inmunohistoquimico :

1. Las células tumorales coexpresan ligandos de linfocinas (CXCL9, CXCL10
y GRO) y sus receptores (CXCR2 y CXCR3).

2. La expresion de ligandos y receptores se observa tanto en las células
tumorales como en la matriz osteoide tumoral. La presencia de receptor en
la matriz representa una singularidad respecto a los otros sarcomas
estudiados.

3. La expresion de CXCL9 y GRO es citoplasmatica y nuclear, mientras que
la tincion de CXCL10 es fundamentalmente nuclear y puntiforme.

4. Existe un 27.5% de concordancia entre los valores obtenidos con
peroxidasa y con IF indirecta en todas la expresion de quimiocinas y sus
receptores. CXCR3 es el marcador que mas concordancia presenta de
todos.

5. La expresion de GRO es mucho mas intensa con IF indirecta que con
peroxidasa, en el resto de quimiocinas y receptores sucede lo contrario, es
mas intensa la expresion con peroxidasa en un porcentaje que representa

el 40% de todos los casos.
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6. La expresion de quimiocinas en IF (CXCL9 y GRO) presenta dos picos de
expresion, uno en las primeras 48h y otro a las dos semanas tras el
transplante.

7. CXCL10 presenta un solo pico de expresion en las primeras 48h vy
comparte un perfil de expresion idéntico tanto en peroxidasa como en IF
indirecta donde se observa un bache de expresion a las dos semanas.

8. En general la expresion de ligandos es mas fluctuante. Por otra parte, la
expresion de receptores es mas mantenida y constante en el tiempo por las

células tumorales.

4.2.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULAR Y
ANGIOGENESIS.

En este apartado describiremos los perfiles de expresidon inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados

con la angiogénesis y el crecimiento vascular.

4.2.2.3.1. indice proliferativo.

El indice proliferativo estudiado con la expresién de Ki67 en las células
neoplasicas muestra una menor positividad en las primeras horas del desarrollo
tumoral, aumentando su intensidad a partir de la primera semana del injerto
tumoral (fig.4.2.17). Este dato se correlaciona con lo que observamos en el
estudio morfolégico, epigrafe 4.2.1.

Mostramos a continuacién una figura gréafica de la expresion del Ki67.
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Figura 4.2.17. Grafica de expresion de Ki67 en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa.

4.2.2.3.2. Factores angiogénicos.

La expresion de VEGF presenta un pico de expresion en las primeras 48h y el
segundo en la primera semana del trasplante tumoral. Este perfil de expresion se
correlaciona a la vez con los perfiles de sus receptores VEGFR1 y VEGFR2
(fig.4.2.19). Asi mismo, la expresiéon de PDGFRA asciende de manera subita en
las primeras 24h y se mantiene elevada presentando sélo en la primera un
pequeio descenso de la expresiéon a las 96h. Por otro lado la expresién de VE-
cadherina es practicamente nula siendo positiva entre la primera y segunda
semana tras el xenoinjerto (fig. 4.2.20).

Podemos decir que los factores angiogénicos sobre todo VEGF y sus receptores,
presentan dos picos intensos de expresion, uno en las primeras 48h y otro a partir
de la primera semana postrasplante.

Finalmente HIF1A no fue valorable en nuestra experiencia con peroxidasa en el
OsS.
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Figura 4.2.18. Expresion con peroxidasa de VEGF y el receptor VEGFR1 en los diferentes
tiempos del xenotrasplante en OS. A, expresion de VEGF en el tumor control (400X). B, expresion
de VEGF a las 24h (400X). C, expresion de VEGF a las 48h (400X). D, expresion de VEGF a las
96h (400X). E, expresion de VEGFR1 en el tumor control (400X). F, expresion de VEGFR1 a las
24h (400X). G, expresion de VEGFR1 a las 48h (400X). H, expresion de VEGFR1 a las 96h
(400X). 1, expresion de VEGFR2 en el tumor control (400X). J, expresion de VEGFR2 a las 24h
(400X). K, expresion de VEGFR2 a las 48h (400X). L, expresion de VEGFR2 a las 96h (400X). M,
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expresion de PDGFRA en el tumor control (400X). N, expresion de PDGFRA a las 24h (400X). O,
expresion de PDGFRA a las 48h (400X). P, expresion de PDGFRA a las 96h (400X).
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Figura 4.2.19. Grafica de expresion de VEGF y sus distintos receptores en los diferentes tiempos

tras el xenotrasplante.
NV: VEGF a las 2sem; VEGFRS a las 48h.
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Figura 4.2.20. Grafica de expresion de los factores PDGFRA, FGF2 y VE-CAD con peroxidasa en

los distintos tiempos del xenotrasplante.
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4.2.3. BIOLOGIA MOLECULAR

4.2.3.1. ELISA

Los resultados de ELISA en la deteccion de VEGF son superponibles a los
encontrados en el ES.

No se encontré expresion de VEGF humano en sangre de ratdn, sin embargo, los
niveles de VEGF murino en el suero del raton eran mas altos después de la
primera semana de la implantacion del tumor (fig. 4.2.21), sugiriendo que:
primero, el VEGF humano de produce a nivel local para estimular las células
endoteliales de los capilares del huésped que rodean al tumor (que se produce en
la fase temprana de la experiencia, durante la induccién angiogénica); y segundo,
que la expresion de VEGF murino aumenta principalmente en la fase tardia de la
experiencia probablemente asociada no sélo con el crecimiento tumoral sino
también con la movilizacibn de células pluripotenciales angioblasticas
procedentes de la médula ésea de los ratones que contribuiran a la remodelaciéon

angiogénica en el tumor.
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Figura 4.2.21. Perfil de los niveles de expresion en suero de ratdbn de VEGF murino en la
experiencia de OS. Muestran un incremento de la expresion en la fase tardia de la experiencia.

Unidades eje ordenadas pg/ml.
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4.2.3.2. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El analisis de expresion de ARN se realiz6 por medio de qRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S718 y 2-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la
implantacion.

Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern

Analysis Suite” v3.1 (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).

En la figura 4.2.22 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series
aplicando una correlacién de distancia y un coeficiente de correlacion lineal. De

este conglomerado se obtiene la siguiente informacion:

1- Las muestras de 24h, 48h, 96h y 4sem comparten un perfil genémico similar y
difieren del perfil genémico observado en las muestras correspondientes a 1sem,
2sem y 3sem. Ademas, se pueden distinguir dos patrones de expresion: la fase
temprana (las primeras 96h) que enlaza con la activacion morfolégica e
inmunohistoquimica del proceso de angiogénesis; y la fase tardia que se asocia
con el proceso de remodelacién angiogénica y que incluiria la movilizacion de

células angioblasticas procedentes de la médula ésea del ratén hacia el tumor.

2- La fase temprana esta definida por 5 conglomerados de genes (fig. 4.2.23).
Estos conglomerados se caracterizan por la sobreexpresion de genes claramente
involucrados en la induccién angiogénica. Entre los genes incluidos es este grupo
estan: VEGF, PDGFA, PDGFB, VEGFC y sus receptores.

3- Por otro lado, en la fase tardia del proceso angiogénico o fase de remodelacién
vascular (1sem, 2sem y 3sem) los genes se agrupan en tres grupos segun su
sobreexpresion (fig.4.2.24). Entre esos genes se encuentran los siguientes:
THBS1, FGFR2, ITGAV, ANGPT1, MDK, PDGFRA e HIF1A.
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Figura 4.2.23. Conglomerados de genes sobreexpresados en las fases tempranas de la induccion
de la angiogénesis en el OS. 1, 24h; 2, 48h; 3, 96h; 4, 1sem; 5, 2sem; 6, 3sem; 7, 4sem.
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4.3. CONDROSARCOMA GRADO 3

El tumor procede de una linea tumoral cultivada ch-2879 *** cuyo tumor primario
estaba localizado en la pared toracica. Dicha linea de cultivo fue inoculada en el
tejido celular subcutaneo de la espalda en ratones nude y crecié en ellos. Una vez
el tumor se desarrolld6 en la espalda del raton, se sacrificd y se utilizé en la
experiencia, asi que en este caso no llegdé a producirse ningun pase entre
ratones.

El tumor esta constituido por células fusiformes y ovaladas que crecen en un

estroma mixoide y condroide inmaduro.

4.3.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

El tejido peritumoral en todos los casos y de forma constante presenta células
mesenquimales angioblasticas y no angioblasticas en un estroma mixoide
intersticial y denso acompafiado de una proliferacién capilar angiogénica. El area
peritumoral que divide el la capsula tumoral del huésped muestra una hiperemia

con proliferacion de pequefios vasos capilares.

En las primeras 48h, se observan pequefias areas hemorragicas peritumorales
junto a abundantes figuras de cariorrexis que coincide con el momento de mayor
necrosis tumoral, de hipoxia y de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear
intratumoral (fig.4.3.1A y B). En este periodo el nimero de mitosis es mas bajo
que el que observamos a partir de la primera semana (fig.4.3.17). Se observan
mitosis tipicas y atipicas. La necrosis tumoral al igual que en el Ch grado 2 es
geografica y parcheada y no alcanza a formar un core de necrosis como en el que

vemos en el ES y OS.

A partir de la primera semana, se observan adipocitos maduros en el estroma
peritumoral. El indice proliferativo comienza a incrementarse como se comprueba
con la técnica inmunohistoquimica de Ki67 (fig.4.3.17). Las areas de necrosis se

reducen y en la tercera semana es practicamente nula.
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Las células tumorales adquieren una apariencia fibroblastica y mesenquimal con
numerosas células neoplasicas mostrando grandes gotas lipidicas como vacuolas
intracitoplasmaticas a modo de pseudodegeneracion lipidica (fig.4.3.1C).

La capsula tumoral muestra una prominente proliferacién vascular y en muchos

campos aparecen células fusiformes rodeadas de matriz condral inmadura,

entremezclada con angioblastos y células tumorales desdiferenciadas fusiformes
(fig.4.3.1D).
La cuarta semana no fue valorable por falta de tumor en la muestra.

Figura 4.3.1. Imagenes de histopatolégicas del Ch grado 3 en los diferentes tiempos (H&E). A,
muestra de Ch grado 3 a las 24h (200X) con abundantes figuras de cariorrexis (detalle 630X). B,
muestra de Ch grado 3 a las 48h (40X) con abundante necrosis. C, muestra de Ch grado 3 con
abundante celularidad tipo fibroblastica y pseudodegeneracion lipidica intracitoplasmatica en la
1sem (100X). D, muestra de Ch grado 3 en la 2sem (40X) con abundantes mitosis (detalle 400X).
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4.3.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

A continuacion se describen los resultados de la expresion de las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y GRO junto a sus respectivos receptores CXCR3 y CXCR2. En
primer lugar se expondran los resultados con peroxidasa para a continuacion

destacar los resultados con inmunofluorescencia indirecta.

4.3.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.3.2.1.1.-CXCL9

La expresion citoplasmatica de CXCL9 en el Ch grado 3 muestra una intensidad
leve-moderada de caracteristicas homogéneas, observandose una expresividad
ligeramente mayor en las primeras 24h tras el implante. Se observa ligera

expresion en el estroma tumoral (fig.4.3.2A).
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Figura 4.3.2. Expresion de CXCL9 en los diferentes tiempos con inmunotinciéon con peroxidasa en
el Ch grado 3. A, expresion leve de CXCL9 en las células tumorales y el estroma en el tumor
control (200X). B, expresion débil de CXCL9 tumoral y estromal a las 24h (200X). C, expresion
muy débil de CXCL9 en la 1sem (200X). D, expresion muy débil de CXCL9 en la 2sem (100X).

4.3.2.1.2.-CXCL10

La expresion con peroxidasa del ligando CXCL10 es débil y nuclear en general en
todos los tiempos siendo nula en las primeras 24h. Se observa ligera expresion en
la matriz extracelular. Ver figura 4.3.3A.
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Figura 4.3.3. Expresion de CXCL10 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa
en el Ch grado 3. A, expresion moderada y nuclear de CXCL10 en el tumor control y en el estroma
(200X). B, expresion débil y nuclear de CXCL10 en la 1sem, tincién nuclear (630X). C, expresion
muy débil de CXCL10 en la 2sem (200X).

4.3.2.1.3.-CXCR3

La expresion del receptor CXCR3 es citoplasmatica de caracteristicas
homogéneas en todas las células tumorales y a nivel extracelular. La expresion es
mas acentuada a las 24h postxenotrasplante disminuyendo ligeramente después

de este tiempo. Ver figura 4.3.4B.

169



Figura 4.3.4. Expresion de CXCR3 en los diferentes tiempos con inmunotinciéon con peroxidasa en
el Ch grado 3. A, expresion débil de CXCR3 en la matriz condral y células tumorales en el tumor
control (200X). B, expresion intensa de CXCR3 a las 24h en las células neoplasicas y la matriz
condral (200X). C, expresion moderada de CXCR3 en la 1sem en el tumor y en el estroma
peritumoral en la 1sem (100X). D, expresion moderada de CXCR3 en la 2sem por las células y
matriz tumoral (200X).
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Figura 4.3.5. Grafica de los niveles de expresion de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y su
receptor CXCR3 segun tincion inmunohistoquimica con peroxidasa en el Ch grado 3.
NV: 48h, 96h, 3sem y 4sem.

4.3.2.1.4.-GRO

La expresion de GRO con peroxidasa es muy escasa siendo practicamente nula

en todos los tiempos. Ver figura 4.3.8.

Figura 4.3.6. Expresion débil de GRO en el citoplasma de las células tumorales y en la matriz

condral en el tumor control (200X).
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4.3.2.1.5.-CXCR2

Expresién citoplasmatica, membranosa y de caracteristicas homogénea en las

células tumorales, en todos los tiempos del xenotrasplante (fig. 4.3.7).

Figura 4.3.7. Expresién de CXCR2 en los diferentes tiempos con inmunotinciéon con peroxidasa en
el Ch grado 3. A, B, C y D, expresion intensa de CXCR2 en el tumor control, 24h, 1sem y 2sem
respectivamente (200X).
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Figura 4.3.8. Grafica de expresion de GRO y su receptor en los diferentes tiempos del Ch grado 3
con peroxidasa. NV: 48h, 96h, 3sem y 4sem.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el Ch grado 3 con

el estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1. En general la expresion de los ligandos es débil en casi todos los tiempos.
No hay picos de expresion a diferencia del resto de casos estudiados.
2. La expresioén de los receptores es mas intensa y mantenida, al igual que el
resto de tumores estudiados.
3. En algunos casos, las quimiocinas y el receptor CXCR3 parecen
expresarse en la matriz condral extracelular.
4. El alto numero de muestras no valorables dificulta la interpretacién de los

resultados.
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4.3.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.3.2.2.1.-CXCL9-VIMENTINA

La expresion citoplasmatica y nuclear del ligando CXCL9 es mas intensa en el
tumor establecido siendo débil en el resto de tiempos. La positividad se observa
en las células tumorales y de manera puntual en el estroma. Ver figura 4.3.9A. La

vimentina presenta una positividad homogénea, intensa y citoplasmatica,

eclipsando en algunos casos la expresion de quimiocina.

Figura 4.3.9. Expresion de CXCL9 (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta de un Ch grado 3. A, expresion intensa de CXCL9 citoplasmatica y nuclear en las células
tumorales y en el estroma en el tumor control (400X). B, expresion débil de CXCL9 a las 24h
(400X). C, expresion muy débil de CXCL9 en la 1sem (400X). D, expresion ausente de CXCL9 en
la 2sem (400X).
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4.3.2.2.2.-CXCL10-VIMENTINA

La expresion nuclear en las células tumorales es moderada y homogénea de
CXCL10 en la mayoria de tiempos. Ver figura 4.3.10. Por otro lado, la vimentina
presenta una positividad intensa, citoplasmatica y homogénea en todas las

células neoplasicas. En algunos casos dicha intensidad eclipsa la expresion de

quimiocina.

Figura 4.3.10. Expresion de CXCL10 (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta de un Ch grado 3. A, expresion intensa nuclear de CXCL10 en el tumor control (400X). B,
expresion nuclear de CXCL10 en las 24h (400X). C, expresién débil y nuclear de CXCL10 en la
1sem (400X). D, expresién moderada y nuclear de CXCL10 en la 2sem (400X).

4.3.2.2.3.-GRO-VIMENTINA

La expresion de GRO por parte de las células tumorales es citoplasmatica y

nuclear. Ver figura 4.3.11A. Curiosamente en alguno de los tiempos se observa
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expresion de la quimiocina en el estroma tumoral (fig. 4.3.11C). La vimentina

presenta las mismas caracteristicas que en los casos anteriores.

Figura 4.3.11. Expresion de GRO (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta de un Ch grado 3. A, expresién moderada y nuclear de GRO en el tumor control (400X).
B, expresion muy débil de GRO a las 24h (400X). C, expresion intensa de GRO en la 1sem en las
células tumorales y el estroma condral (400X). D, expresion moderada y nuclear de GRO en la
2sem (400X).

4.3.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

Expresion de ligando citoplasmatica y nuclear, es homogénea y moderada en
todos los tiempos. Por otra parte, la expresion del receptor CXCR3 muestra una
expresividad homogénea en todas las células neoplasicas y variada en intensidad
siendo ligeramente mas positiva en las primeras 24h del xenotrasplante. La

expresion del receptor parece también estromal. Ver figura 4.3.12B.
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Figura 4.3.12. Expresion de CXCL9 (rojo) y CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta de un Ch grado 3. A, expresion débil-moderada de ligando en el tumor control (400X). B,
expresion moderada de CXCL9 e intensa del receptor a las 24h (400X). C, expresion moderada de
ligando y receptor en la 1sem (400X). D, expresion moderada citoplasmatica y nuclear de CXCL9
en la 2sem (400X).

4.3.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

La positividad para la quimiocina es nuclear y citoplasmatica. La expresion es mas
intensa del ligando y receptor a las 24h, manteniéndose posteriormente la
expresion del receptor y del ligando moderada en el resto de los tiempos en los
que pudo valorarse la inmunohistoquimia. Se observa expresion de CXCR3 en el

estroma murino peritumoral. Ver figura 4.3.13C.
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Figura 4.3.13. Expresion de CXCL10 (rojo) y CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos con IF

indirecta de un

Ch grado 3. A, expresion leve de ligando y moderada de receptor en el tumor

control (400X). B, expresion moderada de ligando (nuclear granular) e intensa de receptor a las

24h, CXCL10 presenta una tincién nuclear y granular (400X). C, expresion moderada de ligando

(nuclear) y receptor que se expresa también en el estroma murino peritumoral en la 1sem (400X).

D, expresion moderada de CXCL10 nuclear en la 2sem (400X).
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Figura 4.3.14. Grafica de expresion de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 y su receptor CXCR3 en

los diferentes tiempos del Ch grado 3 con IF indirecta. NV: 96h, 3sem y 4sem.
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4.3.2.2.6.-GRO-CXCR2

La expresion de GRO es citoplasmatica y nuclear de intensidad moderada. En la
primera semana se observa una positividad ligeramente mayor en las células que
se encuentran en el area periestromal (fig.4.3.15C). La expresioén citoplasmatica y

de membrana del receptor CXCR2 es intensa a las 24h pasando a ser moderada

en el resto de casos. Ver figura 4.3.16.

Figura 4.3.15. Expresion de GRO (rojo) y CXCR2 (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta de un Ch grado 3. A, expresion débil de GRO y su receptor en el tumor control (400X). B,
expresion moderada-intensa de GRO vy el receptor a las 24h (400X). C, expresién moderada de
GRO y CXCR2 en la 1sem (400X). D, expresion moderada-intensa de ligando y moderada de
receptor en la 2sem (400X).
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Figura 4.3.16. Grafica de expresion de la quimiocina GRO y su receptor CXCR2 en los diferentes
tiempos del Ch grado 3 con IF indirecta. NV: 96h, 3sem y 4sem.

La concordancia de las técnicas inmunohistoquimicas con peroxidasa e IF fue de
un 30%. En general la sefial con IF fue ligeramente superior a la peroxidasa (50%
de los casos) excepto en el CXCR2 donde la intensidad con peroxidasa fue

ligeramente superior a la IF.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el Ch grado 3 con

el estudio inmunohistoquimico:

1. Las células tumorales producen de forma constitutiva quimiocinas y
receptores y se encuentran tanto a nivel intracelular como extracelular en
algunos casos tanto en IF (fig.4.3.11C) como en peroxidasa (fig. 4.3.6).

2. En algin caso hemos observado expresion de CXCR3 en el estroma
peritumoral murino (fig. 4.3.13C).

3. La expresion de CXCL9 y GRO es citoplasmatica y nuclear mientras que la
de CXCL10 es practicamente nuclear con una tincién caracteristicamente
granular o nucleolar.

4. La expresion de quimiocinas y receptores es moderada y constante en este
caso. Se observa dos picos de expresion de los ligandos, uno en las

primeras 24h y un segundo menos intenso en las dos primeras semanas,
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aunque cabe reconocer que estos datos se encuentran sesgados por el
fallo de interpretacion de la expresion a las 96h en este caso.

5. Los ligandos y receptores comparten el mismo perfil de expresion (fig.
4.3.14 y 4.3.16).

6. La concordancia de las técnicas inmunohistoquimicas con peroxidasa e IF
fue de un 30%. En general la sefial con IF fue ligeramente superior a la
peroxidasa (50% de los casos) excepto en el CXCR2 donde la intensidad
con peroxidasa fue ligeramente superior a la IF.

7. El estudio IHQ estuvo muy limitado por la escasez de tumor en muchos de

los tiempos que lo hicieron no valorable (37.5% de los casos).

4.3.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULARY
ANGIOGENESIS.

En este apartado describiremos los perfiles de expresion inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados

con la angiogénesis y el crecimiento vascular.

4.3.2.3.1. indice proliferativo.

Como observamos en el epigrafe 4.3.1 el numero de mitosis e indice proliferativo
decrece en las primeras horas para incrementarse a partir de la primera semana.
Este fendmeno ocurre en todos los tumores anteriormente estudiados. La hipoxia
a la que se someten las células neoplasicas en las primeras horas disminuye la

capacidad proliferativa y regenerativa del tumor.
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Figura 4.3.17. Grafica de expresion de Ki67 en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: 4sem.

4.3.2.3.2. Factores angiogénicos.

El HIF1a muestra dos picos de intensa expresién en las primeras fases del
desarrollo, uno en las primeras 48h y otro en la segunda semana tras el
xenotrasplante. Ver figura 4.3.18.

Por otro lado el VEGF muestra una alta expresion practicamente todos los
tiempos observandose un ligero bache en la 1sem.

Sus receptores VEGFR2 y VEGFR3 muestran una expresion constitutiva y
mantenida en todos los tiempos mientras que VEGFR1 muestra una expresion
mas irregular. Ver figura 4.3.20.

Finalmente los factores PDGFRA, FGF2 y VE-CAD muestran una expresion
mantenida en todos los tiempos, FGF2 y VE-CAD muestran una expresion intensa
y PDGFRA mas débil y moderada. Ver figura 4.3.21.
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Figura 4.3.18. Grafica de expresion de HIF1A en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: 4sem.

Seguidamente mostramos una figura con la expresion de VEGF y VEGFR2 en

diferentes tiempos tras el xenotrasplante junto con graficas comparativas de

expresion numeérica entre VEGF y sus receptores, PDGFRA, FGF2 y VE-CAD.
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Figura 4.3.19. Expresion citoplasmatica de VEGF y VEGFR2 en peroxidasa en los diferentes
tiempos del implante tumoral del Ch grado 3. A, expresién intensa de VEGF a las 24h (200X). By
C expresion de VEGF intensa a las 48h y 96h respectivamente (200X). D, expresion nula de VEGF
a las 3sem (200X). E, expresion débil de VEGFR2 a las 24h (400X). F, expresion moderada de
VEGFR?2 a las 3sem (200X).
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Figura 4.3.20. Grafica de expresion de VEGF y sus distintos receptores en los diferentes tiempos
tras el xenotrasplante. NV: 4sem en todos los marcadores.
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Figura 4.3.21. Gréfica de expresion de los factores PDGFRA, FGF2 y VE-CAD con peroxidasa en
los distintos tiempos del xenotrasplante. NV: 4sem en todos los marcadores.
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4.3.3. BIOLOGIA MOLECULAR

4.3.3.1. ELISA

Los analisis del enzimoinmunoensayo mostraron que los niveles de VEGF murino
en el suero de raton se eleva a las 96h y a la semana del implante tumoral
(fig.4.3.22), estos datos se correlacionan con la expresion que se observa con la
tincién inmunohistoquimica con peroxidasa en el tumor humano implantado (fig.
4.3.20) pero de manera ligeramente mas tardia en la técnica inmunohistoquimica
sobre el tumor humano. No se observé por otro lado, expresién de VEGF humano
en el suero del ratén en ningln momento de la experiencia.

Estos resultados sugieren: primero, que el VEGF humano se produce de manera
local para estimular las células endoteliales de los capilares alrededor del tumor
(que se produce en la primera fase de la experiencia, durante la fase de induccién
angiogénica); y segundo, la expresién de VEGF murino se incrementa a las 96h y
1sem de la experiencia probablemente asociado no sélo con el rapido crecimiento
del tumor pero también con la movilizacibn de células pluripotenciales
angioblasticas de la médula 6sea de los ratones que contribuirdn a la
remodelacion angiogénica en el tumor desde la primera semana tras la
implantacion del xenotrasplante.

Los niveles de VEGF en el suero de ratén se elevan a las 96h y a la semana del
implante tumoral (fig.4.3.22). Los resultados son muy similares a los obtenidos en
el Ch grado 2 aunque la curva de crecimiento es mas pronunciada en este caso
que en el caso de Ch grado 2 y esto sera posiblemente debido a la mayor

agresividad y capacidad proliferativa del Ch grado 3.
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Figura 4.3.22. Perfil de niveles de VEGF murino en sangre de ratén en el Ch grado 3. Unidades
eje ordenadas pg/ml.

4.3.3.2. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El analisis de expresion de ARN se realiz6 por medio de qRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S18 y 82-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la
implantacién (tumor control).

Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern

Analysis Suite” v3.1 (http:/gepas3.bioinfo.cipf.es/).
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En la figura 4.3.23 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series

aplicando una correlacion de distancia y un coeficiente de correlacién lineal. De

este conglomerado se obtiene la siguiente informacion:
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Se observa dos grupos de genes. Un grupo de genes que presentan su
pico de expresion a las 24h (fig. 4.3.24) y otro grupo de genes que se
sobreexpresan en la primera y segunda semana del xenotrasplante en la

fase de remodelacion y estabilidad angiogénica(fig.4.3.25).

El pico de sobreexpresion sanguinea de VEGF murino aparecen de

manera mas tardia en los estudios por ELISA que con gRT-PCR.

En el caso del HIF1A muestra un pico de expresién a las 24h (fase de
induccion) y presenta otro mas tardio en la primera y segunda semana
(fase de remodelacion). Este perfil de expresion se observa en el resto de
sarcomas estudiados. Este perfil de expresién ademas se correlaciona con
el estudio IHQ (fig. 4.3.18). Algunos receptores de ligandos pro-
angiogénicos muestran un perfil similar como Flt1, PDGFRA y FGFR2
(fig.4.3.24).

Muestra un perfil de expresion muy similar a los sarcomas de alto grado
como el ES y el OS y difiere del anterior donde el primer pico de expresion

génica no aparece hasta las primeras 48h.

El factor angiogénico MDK se encuentra elevado como en los sarcomas

anteriores estudiados, a partir de la primera semana del xenotrasplante.



Figura 4.3.23. Analisis de conglomerados de qRT-PCR con los valores de los genes relacionados
con la angiogénesis del Ch grado 3. 1, 24h; 2, 48h; 3, 1sem; 4, 2sem; 5, 3sem; 6, 4sem.

No se pudo evaluar las 96h por mala calidad del ARN de las muestras obtenidas.

189



350
300
250
200
150
100

50

A

m VEGF
H VEGFB
W VEGFC

40
35 B
30 -
25 1 EFLT1
20 -
B FLT4
15 -
= KDR
10 -
0 4
25
20 - C
15 B PDGFA
H PDGFB
10 - = PDGFRA
B PDGFRB
5 -




D

B HIF1A

B NRP1

24h 48h 1sem 2sem 3sem 4sem

® FGF1

W FGF2

" FGF4

W FGF7

24h 48h 1sem 2sem 3sem 4sem

7
6 F
> B FGFR1
4

m FGFR2
3

W FGFR3
2

H FGFR4
1
0

24h 48h 1sem 2sem 3sem 4sem

Figura 4.3.24. Histogramas de representacion de los genes relacionados con la angiogénesis
expresados de manera mas evidente en las primeras 24h (fase de induccién angiogénica) con sus
receptores en el Ch grado 3. A. Perfil de expresién de VEGF, con pico a las 24h; B. Perfil de los
receptores de VEGF con pico de expresion a las 24h y a las 2sem; C. Perfil de expresion de los
importantes factores angiogénicos de la familia PDGF y sus receptores; D. Expresion de HIF1A'y
NRP1 en las primeras fases del desarrollo tumoral; E y F. Perfil de expresion de la familia FGF y

sus receptores, sobreexpresion en las primeras 24h.
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Figura 4.3.25.
expresados de
remodelacion y estabilidad angiogénica) con sus receptores en el Ch grado 3. A. Expresién de la
familia antiangiogénica THBS de forma mas evidente a partir de la 1sem; B y C. Expresion de la
familia TGF y sus receptores, que juega un papel relevante en la estabilidad vascular,

sobreexpresados a las 24h.
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4.4. CONDROSARCOMA GRADO 2

El tumor procede de un varén de 32 afios localizado en pala iliaca derecha. Se
implanté un pequefio fragmento tumoral en un raton nude y el primero de los
pases se utilizd en esta experiencia.

El tumor basicamente esta constituido por una proliferacion de células fusiformes
y ovaladas inmersas en abundante matriz condral de aspecto mixoide y/o fibrilar
hiperbasoéfila e inmadura. Focos mas maduros con centros isogénicos atipicos.
Areas celulares mas solidas y con escaso estroma. Restos 6seos en forma de
espiculas incluidos en la matriz condroide. No se encuentran mitosis.
Diagnostico: Condrosarcoma central grado 2 con abundante estroma mixoide.

Figura 4.4.1. Muestra del tumor control del Ch grado 2 con H&E (40X).
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4.4.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

En el tejido peritumoral del implante se observa de manera constante, en
practicamente todos los tiempos postxenotrasplante, presencia de linfocitos,
acompafandose de pequefios capilares sanguineos con células mesenquimales
angioblasticas y no angioblasticas entre las células tumorales y en el estroma
peritumoral. Se observa, ademas una pseudocapsula tumoral y no hay una clara
delimitacion entre la interfase del tejido tumoral y el estroma del huésped.

El tumor por razones técnicas no fue valorable a las 24h con H&E tras el

xenotrasplante.

En las primeras 48-96h se observa una proliferacién de células mesenquimales
envueltas en escasa matriz condroide de tipo mixoide con presencia de
elementos blasticos inmaduros con moderadas atipias y aisladas mitosis .Llama la
atenciéon la presencia de un prominente infiltrado inflamatorio polimorfonuclear
intra y peritumoral asi como abundantes areas de necrosis pero parcheada y
focal. Al mismo tiempo se observan abundantes figuras de cariorrexis celular
(fig.4.4.2A). Ademas se acompania de zonas microhemorragicas circundantes. En
este tumor no se observa el core de necrobiosis central y el anillo de tumor viable

que se observa en otros tumores como en el ES y el OS.

A partir de la primera semana, el crecimiento tumoral persiste con analogas
caracteristicas apreciandose ademas aumento de la matriz intercelular con
aspecto hiperbasoéfilo mixoide poco denso. El infiltrado inflamatorio empieza a
descender y aumenta el numero de mitosis en las células tumorales. En este
periodo de tiempo aparece focos de necrosis mas extensa, es decir que aparece
mas tardia la necrosis franca si se compara con otros tumores mesenquimales

mas agresivos como son ES y el OS (fig.4.4.2B y C).

En la cuarta semana desciende la necrosis tumoral llegando a ser practicamente
nula en esta fase de desarrollo tumoral (fig.4.4.2D). El tumor se encuentra
totalmente remodelado y estabilizado adquiriendo las caracteristicas vistas en el
tumor original con presencia de mitosis mientras el raton desarrolla una capsula

con células mesenquimales y una red de vasos capilares que se introducen en el
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tumor. La angiogénesis tumoral se asocia a un incremento de la vascularizacion

intratumoral parecida a la existente en el tumor control.

Como en el resto de casos el recuento de mitosis fue de menos a mas en los

diferentes tiempos como se corrobora con el Ki67 (ver epigrafe 4.4.2.4.1).

Figura 4.4.2. Imagenes del Ch grado 2 en los diferentes tiempos (H&E). A, muestra de Ch grado 2
a las 48h (40X), infiltrado inflamatorio polimorfonuclear con cariorrexis (detalle 200X). B, tumor a la
1sem (40X), con abundante necrosis tumoral (detalle 400X). C, Ch grado 2 a las 2sem (40X), con
abundante necrosis y algunas mitosis (detalle 630X). D, Ch grado 2 a las 4sem con escasa
necrosis tumoral (40X).
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4.4.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

A continuacion se describen los resultados de la expresion de las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y GRO junto a sus respectivos receptores CXCR3 y CXCR2. En
primer lugar se expondran los resultados con peroxidasa para a continuacion

destacar los resultados con inmunofluorescencia indirecta.

4.4.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.4.2.1.1.-CXCL9

Muestra una expresion citoplasmatica y de membrana intensa en el control, sin
embargo en las primeras fases del desarrollo la expresiéon es leve-moderada sin
alcanzar la intensidad del tumor establecido (control). Ver figura 4.4.6. La

expresion se observa tanto en las células tumorales como en el estroma tumoral.
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Figura 4.4.3. Expresion de CXCL9 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa en
el Ch grado 2. A, expresion intensa de CXCL9 en el tumor control y del estroma tumoral (100X). B,
expresion leve de CXCL9 a las 48h en el tumor y estroma tumoral (100X). C, expresién moderada
de CXCL9 a las 96h en el tumor y en el estroma tumoral (100X). D, expresion moderada de

CXCL9 a la 2sem en el tumor y en el estroma (100X).

4.4.2.1.2.-CXCL10

La expresion citoplasmatica de CXCL10 es mas intensa en las primeras fases de
crecimiento tras el implante, disminuyendo de forma progresiva posteriormente.
En el tumor establecido (control) la positividad es moderada (fig.4.4.4A).

Figura 4.4.4. Expresion de CXCL10 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa
en el Ch grado 2. A, expresion moderada de CXCL10 en las células tumorales en el tumor control
(100X). B, expresion moderada de CXCL10 en el tumor a las 48h (100X). C, expresion leve de
CXCL10 a las 96h (100X). D, expresion leve de CXCL10 en la 1sem (100X).
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4.4.2.1.3.-CXCR3

Expresién citoplasmatica del receptor débil en las primeras fases de crecimiento
tumoral aumentando ligeramente de intensidad a partir de la primera semana tras

el xenotrasplante. Ver figura 4.4.6.

Figura 4.4.5. Expresion de CXCR3 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa en
el Ch grado 2. A, expresion moderada de CXCR3 en células tumorales y estroma tumoral en el
tumor control (100X). B, expresion leve de CXCR3 en el tumor y estroma a las 48h (100X). C,
expresion moderada de CXCR3 en células tumorales y estroma tumoral en la 1sem (100X). D,

expresion moderada de CXCR3 en células tumorales y estroma tumoral en la 4sem (100X).
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Figura 4.4.6. Grafica de los niveles de expresion observados de las quimiocinas CXCL9, CXCL10
y su receptor CXCR3 segun tincion inmunohistoquimica con peroxidasa en el Ch grado 2. NV: a

las 24h ni 3sem en los tres marcadores inmunohistoquimicos.

4.421.4.-GRO

Esta citoquina sélo muestra cierta positividad en las 48 horas tras el implante

siendo practicamente ausente la expresion en el resto de tiempos (fig.4.3.8).
4.4.2.1.5.-CXCR2
Expresién intensa citoplasmatica y de membrana del receptor en las células

tumorales en practicamente todos los tiempos incluido en el tumor establecido.
Ver figura 4.4.7 y 4.4.8.
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Figura 4.4.7. Expresion de CXCR2 en los diferentes tiempos con inmunotinciéon con peroxidasa en
el Ch grado 2. A, expresion intensa de CXCR2 en el tumor control (100X). B, expresion intensa de
CXCR2 en el tumor y en el estroma tumoral a las 48h (40X). C, expresion intensa de CXCR2 en el
tumor y estroma tumoral a las 2sem (200X). D, expresién intensa de CXCR2 en el tumor y estroma
peritumoral en la 4sem (200X).
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Figura 4.4.8. Grafica de expresion de GRO y CXCR2 en los diferentes tiempos del Ch grado 2 con
peroxidasa. NV: a las 24h ni 3sem tanto para GRO como para CXCR2.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el Ch grado 2 con

el estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1. La expresion de ligandos es mas fluctuante que la de sus receptores que
se mantiene mas constante en los diferentes tiempos.

2. CXCL9 presenta dos picos de intensa expresion a las 96h y en la segunda
semana tras el xenoinjerto.

3. CXCL10 y GRO presentan un aumento de la expresion a las 48h, mientras
que en el resto de la experiencia es muy leve o ausente.

4. La intensidad de la expresion de CXCL9, CXCI10 y su receptor es muy
similar sin embargo CXCR2 predomina en la intensidad sobre GRO
claramente.

5. Los ligandos y los receptores se observan tanto en las células tumorales

condrales como en el estroma extracelular mixoide tumoral.

4.4.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.4.2.2.1.-CXCL9-VIMENTINA

La expresion de CXCL9 es heterogénea, citoplasmatica y nuclear en las células
neoplasicas y ligeramente en el estroma tumoral. Ver figura 4.4.9A. Por otro lado
la expresion de vimentina es intensa, homogénea y citoplasmatica en todas las

células tumorales.
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Figura 4.4.9. Expresion de CXCL9 (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en el Ch grado 2. A, expresién moderada y heterogénea de CXCL9 a las 48h en las
células tumorales (400X). B, expresion moderada y heterogénea de CXCL9 a las 96h en las
células tumorales (400X). C, expresion moderada-intensa y heterogénea de CXCL9 en la 1sem en
las células tumorales (400X). D, expresion intensa de CXCL9 en la 4sem en las células tumorales
(400X).

4.4.2.2.2.-CXCL10-VIMENTINA
La expresion de CXCL10 citoplasmatica y nuclear, es moderada en las primeras

horas del transplante. Ver figura 4.4.10. Por otro lado la expresion de vimentina es

intensa, homogénea y citoplasmatica en todas las células tumorales.
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Figura 4.4.10. Expresién de CXCL10 (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en el Ch grado 2. A, expresion moderada y heterogénea de CXCL10 a las 48h por las
células tumorales (400X). B, expresion intensa y nuclear de CXCL10 en la 1sem (400X). C,
expresion intensa y nuclear de CXCL10 en la 2sem (400X). D, expresion intensa y heterogénea de
CXCL10 en el tumor control (400X).

4.4.2.2.3.-GRO-VIMENTINA
La expresion de GRO es citoplasmatica e intensa en todos los tiempos. Ver figura

4.4.11. Por otro lado la expresion de vimentina es intensa, homogénea y

citoplasmatica en todas las células tumorales.
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Figura 4.4.11. Expresion de GRO (azul) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en el Ch grado 2. A, expresion intensa y heterogénea de GRO a las 48h (400X). B,
expresion intensa de GRO por las células neoplasicas a las 96h (400X). C, expresion intensa de
GRO por las células neoplasicas en la 1sem (400X). D, expresion intensa de GRO en las 2sem en

las células tumorales y el estroma tumoral (400X).

En resumen podemos decir que las células neoplasicas positivas para la
vimentina expresan tanto a nivel citoplasmatico como nuclear las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y GRO. En algunos casos CXCL9 y CXCL10 parece expresarse
a nivel extracelular también (fig.4.4.9A y 4.4.10A).

4.4.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

La expresion de CXCL9 combinado con su receptor CXCR3 presenta una
intensidad menor en general comparada con la combinacion con vimentina. La
expresion es intensa en las primeras horas disminuyendo su expresion entre las

96h y la cuarta semana, donde vuelve a ser intensa. Por otro lado la expresion
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citoplasmatica del receptor se mantiene constante, homogénea e intensa en todos

los tiempos. Ver figura 4.4.12. NV: a las 24h y en la tercera semana postrasplante.

Figura 4.4.12. Expresion de CXCL9 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en el Ch grado 2. A, expresion intensa y heterogénea de CXCL9 e intensa y mas
homogénea de CXCR3 a las 48h, positividad de las células tumorales y del estroma tumoral
(400X). B, expresion leve y homogénea de CXCL9 con tincion nuclear (400X). C, expresion tenue
de CXCL9 e intensa de CXCR3 en las 2sem (400X). D, expresion moderada de ligando e intensa

de receptor a las 4sem en las células tumorales y el estroma (400X).

4.4.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

La expresion citoplasmatica y principalmente nuclear de CXCL10 tiene unas
caracteristicas granulares en las células neoplasicas. La expresion de ligando es
intensa en las primeras horas disminuyendo a partir de la primera semana y
aumentando nuevamente en la cuarta semana tras el implante. La expresion de
CXCL10 se observa también en el estroma tumoral a las 96h (fig.4.4.13A). El

receptor mostré una positividad intensa, citoplasmatica y homogénea en todos
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sus tiempos. Ver figura 4.4.13. NV: a las 24h y en la tercera semana

postrasplante.

Figura 4.4.13. Expresion de CXCL10 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en el Ch grado 2. A, expresion intensa y estromal de ligando y receptor a las 96h.
La expresion de CXCL10 es granular y nuclear (400X). B, expresidon moderada y nuclear de
CXCL10 e intensa de receptor en la 1sem (400X). C, expresion de ligando moderada e intensa de
receptor en las 2sem (400X). D, expresion débil y nuclear de CXCL10 en las 4sem (400X).
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Figura 4.4.14. Grafica de expresion de las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 y su receptor CXCR3 en
los diferentes tiempos del Ch grado 2 con IF indirecta. NV: a las 24h y en la tercera semana en

todos los marcadores inmunohistoquimicos.

4.4.2.2.6.-GRO-CXCR2

La expresion citoplasmatica de GRO en las células tumorales se incrementa
desde el inicio alcanzando a la primera semana su maxima expresion. Por otro
lado el receptor como veiamos en la peroxidasa presenta una fuerte intensidad
citoplasmatica en todos los tiempos del xenotrasplante. Ver figura 4.4.15y 4.4.16.

NV: a las 24h y en la tercera semana postrasplante.
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Figura 4.4.15. Expresion de GRO (rojo) y el receptor CXCR2 (verde) en los diferentes tiempos con
IF indirecta en el Ch grado 2. A, expresion moderada y heterogénea de ligando e intensa de
receptor a las 96h (400X). B, expresion intensa de ligando y receptor en la 1sem (400X). C,

expresion intensa de ligando y receptor en la 2sem (400X). D, expresion moderada y heterogénea

de ligando e intensa de receptor en la 4sem (400X).
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Figura 4.4.16. Grafica de expresion de la quimiocina GRO y su receptor CXCR2 en los diferentes
tiempos del Ch grado 2 con IF indirecta. NV: a las 24h y en la tercera semana en los dos

marcadores inmunohistoquimicos.

La tincion con IF es mas intensa en el 60% de los casos. La concordancia entre la
peroxidasa y la IF en intensidad es del 30%. CXCR2 es el marcador que presenta
mejor correlacion entre peroxidasa e IF indirecta. En CXCL9 sélo se observé en

dos casos que la peroxidasa fuese mas intensa que la IF.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el Ch grado 2 con

el estudio inmunohistoquimico :

1. La expresion de los receptores se mantiene intensa y constante en todos
los tiempos, mientras que los ligandos presentan una expresibn mas
fluctuante.

2. GRO muestra un pico de expresion en la primera semana y a partir de la
segunda comienza a descender.

3. CXCL9 y CXCL10 presentan un pico de expresion intensa en las primeras
96h para descender posteriormente de manera lenta, negativizandose por
completo en el caso de CXCL10.

4. La tincion con IF es mas intensa en el 60% de los casos. La concordancia
entre la peroxidasa y la IF en intensidad es del 30%. CXCR2 es el
marcador que presenta mejor correlacién entre peroxidasa e IF indirecta.
En CXCL9 soélo se observd en dos casos que la peroxidasa fuese mas
intensa que la IF.

5. EI CXCR3 es mucho mas débil con peroxidasa que con IF, no ocurre lo
mismo con CXCR2 que presenta una alta intensidad tanto en peroxidasa
como en IF.

6. El perfil de expresion de las quimiocinas y receptores se correlaciona bien
entre los dos tipos de inmunohistoquimica aunque no tanto la intensidad de

expresion.
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4.4.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULAR'Y
ANGIOGENESIS.

En este apartado describiremos los perfiles de expresién inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados

con la angiogénesis y el crecimiento vascular.

4.4.2.3.1. indice proliferativo.

El indice proliferativo estudiado con la expresion de Ki67 en las células
neoplasicas muestra una menor positividad del nimero de células en las primeras
horas del desarrollo tumoral, aumentando su numero a partir de la primera
semana del injerto tumoral (fig.4.4.17). Este dato se correlaciona con lo que
observamos en el estudio morfolégico, epigrafe 4.4.1.

Mostramos a continuacion una figura grafica de la expresion del Ki67.
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Figura 4.4.17. Grafica de expresion de Ki67 en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: a las 24h.
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4.4.2.3.2. Factores angiogénicos.

El HIF1A presenta una positividad intensa en las primeras 48h y luego va
disminuyendo a partir de la segunda semana postrasplante. HIF1A se muestra
como el inductor de la expresion de VEGF y muestra de manera interesante una
correlacion invertida respecto al Ki67 que vimos anteriormente (epigrafe
4423.1).

HIF1A
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Figura 4.4.18. Grafica de expresién de HIF1A en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: 24h.

La expresion de VEGF en el tumor humano aumenta significativamente en las
primeras 96h para disminuir posteriormente y su receptor VEGFR1 comparte el
mismo perfil de expresidbn inmunohistoquimica (fig.4.4.20). Por otro lado,
VEGFR2, VEGFR3, PDGFRA y FGF2 presentan una expresion constitutiva en
todos los tiempos. Por otra parte, la expresion de VE-CAD fue negativa en todos

los tiempos. Ver figura 4.4.20 y 4.4.21.
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Seguidamente mostramos el resultado inmunohistoquimico de la expresién de
VEGF y VEGFR1 en diferentes tiempos tras el xenotransplante junto con graficas
comparativas de expresion numérica entre VEGF y sus receptores, PDGFRA,
FGF2y VE-CAD.

A B
c D

E F
G H

Figura 4.4.19. Expresion con peroxidasa de VEGF y el receptor VEGFR1 en los diferentes
tiempos del xenotrasplante en Ch grado 2. A, expresion de VEGF leve del tumor a las 48h (400X).
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B, expresion de VEGF moderada a las 96h en el tumor y en el estroma del ratén (400X). C,
expresion moderada de VEGF en la 1sem (400X). D, expresion moderada de VEGF en la 2sem
(400X). E, expresion ausente de VEGFR1 en el tumor a las 48h (200X). F, expresion moderada de
VEGFR1 en el tumor y estroma a las 96h (200X). G, expresién leve de VEGFR1 en el tumor y el
estroma en la 1sem (200X). H, expresién ausente de VEGFR1 en el tumor en la 2sem (400X).
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Figura 4.4.20. Grafica de expresion numérica de los diferentes factores de crecimiento vascular y
sus receptores en los diferentes tiempos del Ch grado 2 en peroxidasa. NV: 24h en todos los
marcadores y 3sem en VEGF y VEGFR2 .
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Figura 4.4.21. Grafica de expresion numérica de los diferentes factores de crecimiento vascular en

los diferentes tiempos del Ch grado 2 en peroxidasa. NV: 24h en los tres marcadores.

4.4.3. BIOLOGIA MOLECULAR

4.4.3.1. ELISA

Los analisis del enzimoinmunoensayo mostraron que los niveles de VEGF murino
en el suero de raton se eleva a las 96h y a la semana del implante tumoral
(fig.4.4.22), estos datos se correlacionan con la expresién que se observa con la
tincién inmunohistoquimica con peroxidasa en el tumor humano implantado (fig.
4.4.20). No se observd por otro lado, expresién de VEGF humano en el suero del
ratdén en ningin momento de la experiencia.

Estos resultados sugieren: primero, que el VEGF humano se produce de manera
local para estimular las células endoteliales de los capilares alrededor del tumor
(que se produce en la primera fase de la experiencia, durante la fase de induccion
angiogénica); y segundo, la expresién de VEGF murino se incrementa a las 96h y
1sem de la experiencia probablemente asociado no sélo con el rapido crecimiento
del tumor pero también con la movilizacibn de células pluripotenciales

angioblasticas de la médula 6sea de los ratones que contribuiran a la
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remodelacion angiogénica en el tumor desde la primera semana tras la

implantacién del xenotrasplante.
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Figura 4.4.22. Perfil de los niveles de VEGF murino en suero de raton en el Ch grado 2. Unidades
eje ordenadas pg/ml.

4.4.3.2. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El analisis de expresion de ARN se realizd por medio de gqRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S18 y 82-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la
implantacién (tumor control).

Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern
Analysis Suite v3.1” (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).
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En la figura 4.4.23 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series
aplicando una correlacion de distancia y un coeficiente de correlacién lineal. De

este conglomerado se obtiene la siguiente informacion:
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Figura 4.4.23. Analisis de conglomerados de gqRT-PCR con los valores de los genes relacionados

con la angiogénesis del Ch grado 2. No se pudieron evaluar las muestras correspondientes a las

96h ni la 1sem por mala calidad del ARN de las muestras obtenidas.

1-

Los perfiles de expresién genética de los genes relacionados con la
angiogénesis es similar a las 24h y a las 4sem del xenotrasplante tumoral

en la gran mayoria de los genes estudiados (fig.4.4.23).

En el Ch grado 2, la fase de induccién angiogénica suele ocurrir a las 48h
tras el implante tumoral, un poco mas tarde que en los dos tumores
anteriores estudiados (ES y OS) donde la sobreexpresion de los genes
implicados en la fase de induccién ocurre en las primeras 24h. En esta fase
participan sobre todo factores pro-angiogénicos como VEGF, VEGFC y el
receptor Fit1, PDGFA, PDGFB, FGF7 y el receptor FGFR1 (fig. 4.4.24).

Se distinguen claramente dos perfiles genémicos, uno correspondiente a la
induccién de angiogénesis durante las primeras 48h que se caracteriza por
la sobreexpresion de VEGF, asi como de otros factores pro-angiogénicos y
sus receptores; y una segunda fase caracterizada por la expresion de
quimiocinas y elementos de la matriz involucrados en la consolidacién de

estructuras vasculares en el tumor.

Asi mismo se observa a partir de las 48h un aumento de los factores
inhibidores de angiogénesis y algunos estabilizadores vasculares con sus
receptores involucrados en ese proceso de remodelacién y consolidaciéon

de las estructuras vasculares (fig. 4.4.25).
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Figura 4.4.24. Histogramas de representacion de los principales factores pro-angiogénicos y sus

receptores en los diferentes tiempos en el Ch grado 2. A. Expresion de VEGFC a las 48h y tardia
de HIF1A; B. Expresion de receptores de VEGF y NRP1; C. Expresién de FGF7 a las 48h; D.

Expresion prominente de FGFRY a las 48h; E. Perfil de expresién de PDGF y sus receptores.

5,00E+01
4,50E+01
4,00E+01
3,50E+01
3,00E+01
2,50E+01
2,00E+01
1,50E+01
1,00E+01
5,00E+00
0,00E+00

24h

48h

2sem

3sem

4sem

A

B THBS1
B THBS2
= THBS3
H THBS4

219



35
30 B
25
B TGFA
20
B TGFB1
15 m TGFB2
10 -+ m TGFB3
5 4
0 4
24h 48h 2sem 3sem 4sem

2,50E+01
2,00E+01 C
1,50E+01 B TGFBR1

B TGFBR2
1,00E+01

= TGFBR3
5,00E+00
0,00E+00 -

24h 48h 2sem 3sem 4sem

Figura 4.4.26. Histogramas de representaciéon de los principales factores antiangiogénicos,
estabilizadores vasculares y sus receptores en los diferentes tiempos en el Ch grado 2. A.
Representacion de la expresion del factor anti-angiogénico THBS; B. Expresion de los factores
estabilizadores vasculares TGF, expresion intensa a las 48h ; C. Expresion de los receptores de

los factores estabilizadores TGFR, sobre todo en las primeras horas y a la 4sem.
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4.5. SARCOMA SINOVIAL MONOFASICO FUSOCELULAR

El tumor primario humano pertenece a un varén de 31 afios de edad que
presentaba una masa en miembro inferior, en proximidad a la rodilla derecha.

El tumor primario se implanté en un ratén nude y se realizaron sucesivos pases
en el pase numero 11 se utilizé el tumor xenotransplantado para esta experiencia.
El tumor esta constituido por células fusiformes que crecen en un patron
estoriforme y fasciculado con escaso componente estromal. Las células
presentaron positividad intensa para vimentina y de manera focal y parcheada
para citoqueratina (AE1/AE3) y EMA. Los estudios de biologia molecular
mostraron la presencia de la traslocacion SYT/SSX.

4.5.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

A las 24h, el tumor de manera caracteristica crece infiltrando el tejido adiposo y
fibras de musculo esquelético peritumorales del ratén. Se observa presencia de
cariorrexis y necrosis aislada y puntiforme acompafiado de microhemorragias en
el estroma peritumoral murino. El nimero de mitosis se conserva elevado aunque
es dificil diferenciar las figuras de mitosis de las de cariorrexis abundantes en este
momento. La preservacion tumoral con células fusiformes en fasciculos sélidos se

mantiene como en el tumor humano.

En las 48h, Las células tumorales persisten en fasciculos sélidos y en masas
mas compactas densas con escaso estroma. Como se observa también en los
Chs esta presente un infilirado polimorfonuclear y linfoplasmacitario intra y
peritumoral. En este momento se continlan observando abundante figuras de
cariorrexis. La necrosis continia siendo puntual y parcheada. El niumero de
mitosis es ligeramente menor que en el tumor control y en las 24h. El tumor de
manera caracteristica crece infiltrando el tejido adiposo y fibras de musculo

esquelético peritumorales del ratdn sin evidenciarse pseudocapsula tumoral.

A partir de las 96h, persiste el tejido tumoral vivaz pero se observa un

incremento paulatino de la necrosis hasta la tercera semana, asi como una
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disminucion del infiltrado inflamatorio intratumoral y peritumoral pero sobre todo

de la inflamacion intratumoral. La actividad divisional se mantiene.

En la tercera semana, la necrosis alcanza su maximo nivel donde se vuelve
central y extensa aunque no llega a ser igual que en ES o el OS. En este
momento precisamente el numero de mitosis es el mas escaso de todos los
tiempos. El tejido estromal peritumoral presenta linfocitos, células plasmaticas y
capilares sanguineos con células mesenquimales angioblasticas y no
angioblasticas.

El tumor de manera caracteristica crece infiltrando el tejido adiposo y fibras de
musculo esquelético peritumorales del ratéon sin evidenciarse la pseudocapsula

que se observa en otros tumores.

La cuarta semana no se pudo valorar por ausencia de tumor.

Figura 4.5.1. Imagenes del SS en los diferentes tiempos con H&E. A, muestra de SS a las 24h
(100X), con infiltrado polimorfonuclear con infiltracion del tejido adiposo murino (detalle 200X). B,
muestra de SS a las 48h (100X), con aisladas mitosis (detalle 400X). C, muestra de SS a la 1sem
(100X). D, muestra de SS a las 3sem con abundante necrosis (40X).
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4.5.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

4.5.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.5.2.1.1.-CXCL9

Expresiébn moderada, citoplasmatica y homogénea a las 24h disminuyendo la

intensidad de la expresion posteriormente. La expresién en las primeras semanas
es débil o nula. Ver figura 4.5.2B y 4.5.5.

Figura 4.5.2. Expresion de CXCL9 en los diferentes tiempos con inmunotincion con peroxidasa en
un SS. A, expresion moderada de CXCL9 en el tumor control (40X). B, expresion moderada de
CXCL9 a las 24h con expresion celular y extracelular (40X). C, expresion débil de CXCL9 a las
48h (100X). D, expresion débil de CXCL9 a la 1sem (40X).
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4.5.2.1.2.-CXCL10

La expresion del marcador es citoplasmatica y nuclear de células tumorales y
estroma (fig.4.5.3C). Se observa un pico elevado de expresién en la segunda
semana postrasplante. En el resto de tiempos la expresion es débil en aisladas

células neoplasicas. Ver figura 4.5.3D.

Figura 4.5.3. Expresion de CXCL10 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa
en un SS. A, expresion leve de CXCL10 en el tumor control, expresién citoplasmatica y nuclear
(200X). B, expresion débil de CXCL10 a las 24h (100X). C, expresion moderada de CXCL10
tumoral y estromal a las 2sem (40X). D, expresion muy débil de CXCL10 a las 3sem (40X).
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4.5.2.1.3.-CXCR3

Expresién muy leve de este receptor de quimiocinas, practicamente nula la
expresion en las primeras horas de desarrollo. Ver figura 4.5.5. En la tercera

semana se observa una expresion estromal del receptor (fig. 4.5.4D).

Figura 4.5.4. Expresion de CXCR3 en los diferentes tiempos con inmunotincion con peroxidasa en
un SS. A, expresion nula de CXCRS3 a las 24h (100X). B, expresion muy débil de CXCRS3 a la
1sem (100X). C, expresion muy débil de CXCR3 a las 2sem (40X). D, expresion débil estromal y
celular de CXCR3 a las 3sem (40X).

225



2,5

15
e CXCL9
e CXCL10
1 \ \ N CXCR3
) \ \ / \
0 N — T T T T
h  48h  96h

1sem 2sem 3sem 4sem

control 24

Figura 4.5.5. Grafica de los niveles de expresiéon observado de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y
su receptor CXCRS3 segun tincién inmunohistoquimica con peroxidasa en el SS. NV: 4sem todos.

4.5.2.1.4.-GRO

La expresion de GRO es débil y citoplasmatica en general siendo mas intensa con
un pico de expresion en la primera semana tras el xenotrasplante decreciendo
posteriormente. Ver figura 4.5.8. Se observa expresion extracelular también. Ver
figura 4.5.6C.
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Figura 4.5.6. Expresion de GRO en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa en
un SS. A, expresion muy débil de GRO en el tumor control (40X). B, expresion muy débil de GRO
a las 48h (40X). C, expresion moderada de GRO tumoral y estromal en la 1sem (200X). D,

expresion moderada estromal de GRO a las 2sem (200X).

4.5.2.1.5.-CXCR2

La expresion es intensa, citoplasmatica y nuclear por las células tumorales y el
estroma neoplasico en todos los casos. Ver figura 4.5.7 y 4.5.8.
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Figura 4.5.7. Expresion de CXCR2 en los diferentes tiempos con inmunotincién con peroxidasa en
SS. A, B, C y D expresion intensa tumoral y estromal de CXCR2 en el tumor control, a las 48h,

2sem y 3sem respectivamente (40X).

3,5

\ \
AN
/RN

N /NN

control 24

1sem 2sem  3sem  4sem

Figura 4.5.8. Grafica de expresion de GRO y CXCR2 en diferentes tiempos del SS con
peroxidasa. NV: 4sem en ambos y 96h en CXCR2.
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En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el SS con el

estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1. La expresion de quimiocinas y CXCR3 es débil en general en el SS
respecto a los otros sarcomas estudiados. Sélo el CXCR2 presenta una
expresion mas intensa en todos los tiempos.

2. La expresion de quimiocinas y receptores no sélo parece intracelular sino
que se encuentra también presente en el estroma tumoral intercelular
sobre todo de CXCR2.

3. La expresion de los receptores es constitutiva mientras que la de los
ligandos es mas irregular. CXCL10 y GRO presentan un pico de expresion
a partir de la primera semana, mientras que CXCL9 muestra un pico de
expresion mas precoz en las primeras horas del xenotrasplante. Ver figuras
455y4.5.8.

4.5.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.5.2.2.1.-CXCL9-VIMENTINA
Expresion citoplasmatica y levemente heterogénea de CXCL9 por las células

tumorales tenidas de manera intensa con vimentina. En ocasiones el marcaje

parece también extracelular (fig. 4.5.9C).
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Figura 4.5.9. Expresion de CXCL9 (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un SS. A, expresion débil de CXCL9 a las 24h (400X). B, expresion intensa de CXCL9
a las 96h citoplasmatica (400X). C, expresion intensa de CXCL9 intra y extracelular a las 2sem
(400X). D, expresion moderada de CXCL9 a las 3sem (400X).

4.5.2.2.2.-CXCL10-VIMENTINA
Expresion del ligando moderada-intensa y homogénea en general intracelular. El

marcaje resulta ser claramente nuclear. Expresién intensa y homogénea de

vimentina.
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Figura 4.5.10. Expresion de CXCL10 (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un SS. A, expresion moderada de CXCL10 a las 24h con tincion nuclear (400X). B,
expresion intensa de CXCL10 a las 48h con tinciéon homogénea y nuclear (400X). C, expresion
moderada de CXCI10 a la 1sem (400X). D, expresion intensa de CXCL10 a las 3sem, tincion
citoplasmatica y nuclear (400X).

4.5.2.2.3.-GRO-VIMENTINA

Expresion de ligando homogénea, citoplasmatica y nuclear, débil en las primeras
horas, haciéndose intensa y extracelular a partir de las 96h (fig.4.5.11D).

Expresion intensa y homogénea de vimentina.
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Figura 4.5.11. Expresion de GRO (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en un SS. A, expresion débil de GRO a las 24h (400X). B, expresion débil de GRO a las
48h, tincién nuclear y citoplasmatica (400X). C, expresion intensa de GRO a la 1sem, con
expresion intra y extracelular (400X). D, expresion intensa intra y extracelular a las 3sem de GRO
(400X).

4.5.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

Expresion débil y aislada del ligando. La intensidad del receptor es mas

prominente, siendo ligeramente mas positivo a las 48h. Ver figura 4.5.12C.
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Figura 4.5.12. Expresion de CXCL9 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en un SS. A, expresion débil de ligando e intensa de receptor a las 48h (400X). B,
expresion nula de CXCL9 y moderada de receptor a las 2sem (400X). C, expresion débil de
CXCL9 en el tumor control (400X).

4.5.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

Expresion del ligando leve e intratumoral en las primeras 24h, haciéndose
moderada a partir de las 48h, la tinciéon del ligando es granular y nuclear. Por otra
parte, la expresion del receptor es moderada, siendo mas intensa a las 48h. Ver
figura 4.5.14.
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Figura 4.5.13. Expresion de CXCL10 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde) en los diferentes tiempos
con IF indirecta en un SS. A, expresion débil de CXCL10 a las 24h, tincion nuclear (400X). B,
expresion moderada de CXCL10 a las 48h (400X). C, expresion moderada de CXCL10 y del

receptor en la 1sem (400X). D, expresién moderada de ligando y receptor en las 3sem (400X).
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Figura 4.5.14. Grafica de expresion de CXCL9 y CXCL10 con su receptor CXCR3 en los

diferentes tiempos de SS en IF indirecta. NV: 96h y 4sem en ambos.
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4.5.2.2.6.-GRO-CXCR2

Expresion intensa de ligando y receptor sobre todo hasta la segunda semana. La

tincién del ligando es nuclear y citoplasmatica, mientras que la del receptor es

citoplasmatica. CXCR2 aparece expresado a nivel estromal. Ver figura 4.5.15B.

Figura 4.5.15. Expresion de GRO (rojo) y el receptor CXCR2 (verde) en los diferentes tiempos con
IF indirecta en un SS. A, expresion intensa de GRO y del receptor a las 24h, ligera expresion del
receptor en el estroma tumoral (400X). B, expresién intensa y homogénea de ligando y receptor
con positividad estromal en la 1sem (400X). C, expresioén intensa de GRO a la 2sem con tincién
nuclear y citoplasmatica, con expresion intensa de receptor (400X). D, expresion intensa de GRO
y débil de CXCR2 a las 3sem (400X).
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Figura 4.5.16. Grafica de expresion de GRO y su receptor CXCR2 en los diferentes tiempos de
SS en IF indirecta. NV: 96h y 4sem en ambos.

La concordancia entre peroxidasa e IF es de 23.3% de todos los casos, siendo el

CXCR2 el que mayor concordancia muestra de todos los marcadores.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el SS con el

estudio inmunohistoquimico :

1. En IF se observa una expresion mantenida tanto de ligandos como de
receptores, sin presentarse claramente picos de expresiéon en las primeras
fases del desarrollo tumoral.

2. En peroxidasa parecen mostrarse un pico de expresion de CXCL9 en las
primeras 24h y de CXCL10 y GRO a partir de la primera semana.

3. En el 53.3% de los casos la IF presenta una intensidad mayor que la
técnica de peroxidasa sobre todo GRO y CXCR3 que muestran una
positividad mucho mas intensa en IF que en peroxidasa, el resto de
quimiocinas y CXCR2 es parecido a la peroxidasa.

4. Las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 tuvieron una expresion mucho menor

en combinacién con el receptor que con la vimentina.
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5. Las células tumorales expresan tanto quimiocinas CXCL9, CXCL10 y GRO
como sus receptores. Solo en algunos casos se intuye una expresion de
las quimiocinas y del receptor en el estroma tumoral pero no es tan
evidente como en los casos anteriores.

6. La concordancia entre peroxidasa e IF es de 23.3% de todos los casos,
siendo el CXCR2 el que mayor concordancia muestra de todos los
marcadores.

7. En IF el GRO es la unica quimiocina que iguala la intensidad de su receptor
CXCR2, ya que CXCL9 y CXCL10 muestran una intensidad en la expresion

menor con respecto a su receptor.
4.5.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULAR Y
ANGIOGENESIS.
En este apartado describiremos los perfiles de expresion inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados
con la angiogénesis y el crecimiento vascular.
4.5.2.3.1. indice proliferativo.
El indice proliferativo disminuye a partir de las primeras 48h y se mantiene bajo

hasta las primeras 3 semanas tras el xenoinjerto. Estos datos se correlacionan

con los vistos en el epigrafe 4.5.1 de estudio morfolégico. Ver figura 4.5.17.
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Figura 4.5.17. Grafica de expresion de Ki67 en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: 96h y 4sem.

4.5.2.3.2. Factores angiogénicos.

La expresion de HIF1A es intensa en todos los tiempos estudiados, s6lo a partir
de la tercera semana se observa un ligero descenso. En el tumor establecido
(control) la positividad es leve. Ver figura 4.5.18.
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Figura 4.5.18. Grafica de expresion de HIF1A en los diferentes tiempos de las primeras fases del

desarrollo tumoral con peroxidasa. NV: 4sem.
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La expresion de VEGF es mas intensa en el tumor a las 24h y le receptor
VEGFR3 es el mas positivo ya que los otros dos VEGFR1 y VEGFR2 son
negativos. Ver figura 4.5.19.
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Figura 4.5.19. Grafica de expresion de VEGF y sus distintos receptores en los diferentes tiempos

tras el xenotrasplante en SS. NV: 4sem en todos.

Los otros factores angiogénicos muestran una PDGFRA fluctuante en las
primeras fases del desarrollo.
FGF2 muestra un claro pico de expresién en la segunda semana y VE-CAD esta

ausente en todos los tiempos. Ver figura 4.5.20.
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Figura 4.5.20. Grafica de expresion de PGDFRA, FGF2 y VE-CAD en los diferentes tiempos tras
el xenotrasplante en SS. NV: 4sem en todos.

4.5.3. BIOLOGIA MOLECULAR

4.5.3.1. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El andlisis de expresion de ARN se realizé por medio de qRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S718 y 82-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la
implantacion (tumor control).

Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern
Analysis Suite” v3.1 (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).
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En la figura 4.5.21 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series
aplicando una correlacion de distancia y un coeficiente de correlacién lineal. De

este conglomerado se obtiene la siguiente informacion:

x = =

Figura 4.5.21. Andlisis de conglomerados de gRT-PCR con los valores de los genes relacionados
con la angiogénesis del SS. 1, 24h; 2, 48h; 3, 96h; 4, 1sem; 5, 2sem; 6, 4sem.
No se pudo evaluar las 3sem por mala calidad del ARN de las muestras obtenidas.
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Los perfiles de expresion génica son similares a las 24h y la cuarta
semana, al igual que en el Ch grado 2. También es similar la expresion

entre las 48h y la segunda semana postxenotrasplante (fig. 4.5.21).

En el SS, la expresion de factores relacionados con la angiogénesis se
expresan de manera mucho mas tardia que en el resto de sarcomas
estudiados. La mayoria de estos genes se sobreexpresan a la cuarta y a
las 96h (fig. 4.5.22 y 4.5.23).

No hay una buena correlacion en este caso en la expresion IHQ de HIF1A
y en gRT-PCR. En biologia molecular no se aprecia la fuerte expresion que

se observa en técnicas IHQ (fig. 4.5.23).

En general, el perfil de expresion génica se comporta mas como un
sarcoma de bajo que de alto grado en xenotrasplante en ratones nude. El

perfil de expresién de quimiocinas y genes es mas similar al Ch grado 2.
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Figura 4.5.22. Histogramas de representacion de los genes relacionados con la angiogénesis
expresados de manera mas evidente en la cuarta semana con sus receptores en el SS. A.
Expresion de la importante familia VEGF mas intensa en las Ultimas semanas; B. Perfil de
expresion de los receptores de VEGF con un perfil similar; C. Expresion a las 96h de los
importantes factores pro-angiogénicos HIF1A'y MDK; D y E. Perfil de expresion de la familia FGF y
sus receptores, con sobreexpresion a partir de las 96h; F. Expresion de la familia PDGF y sus

receptores mas prominente a las 96h.
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Figura 4.5.23. Histogramas de representacion de los genes antiangiogénicos y estabilizadores
vasculares con sus receptores en el SS. A. Perfil de expresion de la familia angiostatica THBS,
con sobreexpresion en la ultima mitad del xenotrasplante; B y C. Perfil de expresion génica de la
familia TGF estabilizadora de vasos neoformados.
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4.6. GIST

El tumor primario aparecié en un varén de 63 afios de edad en la pared gastrica,
dicho tumor se transplanté a un ratén nude y se generaron varios pases, en el
pase numero 2 se sacrifico el animal y se escogié tumor para realizar esta
experiencia.

El tumor crece en un patron estoriforme y fasciculado constituido por células
fusiformes que crecen rodeadas de un estroma fibroso. Se observan aisladas
figuras mitéticas.

Las células neoplasicas mostraron positividad intensa para la expresion
inmunohistoquimica de CD117, DOG-1, bcl-2, CD34 y vimentina. Por otra parte
fueron negativas para la expresion de pancitoqueratina (AE1/AE3), actina vy
desmina.

Los estudios de biologia molecular detectaron la presencia de la mutacion del

exon 11 en KIT.

4.6.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS. ESTUDIO MORFOLOGICO.

En las primeras 24h, el tumor mantiene su textura histolégica semejante a la del
tumor primario si bien las células aparecen edematizadas y con picnosis el tumor
muestra microhemorragias periféricas e intersticiales con presencia de aisladas
células inflamatorias. Presencia escasa de figuras mitéticas junto a abundantes

figuras de cariorrexis.

Entre las 48h y 96h, persiste la estructura fusocelular sélida de la tumoracioén
dispuesta en fasciculos entremezclados con focos de necrosis parcheada ademas
muestra un infiltrado de polimorfonucleares intratumorales prominente que
disminuye gradualmente en los tiempos posteriores. En las primeras 48 horas
predominan las figuras de cariorrexis. EI nimero de mitosis en estas fases
continua bajo y aumenta a partir de la segunda semana.

La necrosis en la primera fase es parcheada y central.

En el tejido peritumoral se observan linfocitos, células plasmaticas y capilares

sanguineos con presencia de células mesenquimales angioblasticas y no
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angioblasticas en un estroma mixoide denso. A diferencia del anterior caso (SS)
no se observa ese patron infiltrativo con el estroma murino y se genera una

pseudocapsula peritumoral que delimita el tumor del estroma murino peritumoral.

A partir de la primera semana presenta una necrosis extensa al igual que
sucedia con el SS y el Ch grado 2, la necrosis aparece en fases mas tardias que
en ES y OS. En esta fase aparecen areas de microhemorragias en el estroma
murino (fig.4.6.1C). En este tiempo el nimero de mitosis continua estando
disminuido.

En el tejido peritumoral se observan linfocitos, células plasmaticas y capilares
sanguineos con presencia de células mesenquimales angioblasticas y no

angioblasticas en un estroma mixoide denso.

En la segunda semana el nimero de mitosis comienza a aumentar (fig.4.6.17),
justo cuando la necrosis comienza a remitir discretamente. El infiltrado

inflamatorio es leve tanto intra como peritumoral.

A partir de la cuarta semana, la imagen histologica se re-establece con
imagenes semejantes a las del tumor humano también se restablece el niumero
de mitosis y empieza a remitir la necrosis que vuelve a ser parcheada en este

momento.
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Figura 4.6.1. Imagenes del GIST en los diferentes tiempos con H&E. A, imagen de GIST a las 24h
con infiltrado inflamatorio polimorfonuclear (100X). B, imagen de GIST a las 96h (100X) con
infiltrado inflamatorio polimorfonuclear prominente (detalle 400X). C, imagen de GIST a la 1sem
con abundante necrosis y hemorragia peritumoral (100X). D, imagen de GIST en las 4sem con
escasa necrosis tumoral (100X) y presencia de mitosis (detalle 400X).
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4.6.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

4.6.2.1. EXPRESION DE QUIMIOCINAS (LIGANDOS Y RECEPTORES) CON
PEROXIDASA.

4.6.2.1.1.-CXCL9

La expresidbn es leve y parcheada, de caracteristicas citoplasmaticas y en
ocasiones parece que es extracelular (fig.4.6.2B). Aparece de manera un poco

mas intensa a las 24h y en el tejido control. Ver figura 4.6.2A y B).

Figura 4.6.2. Expresion de CXCL9 en los diferentes tiempos con inmunotincion de peroxidasa en
el GIST. A, expresion moderada de CXCL9 en el tumor control, tincién citoplasmatica (200X). B,
expresion moderada de CXCL9 a las 24h con expresion en el estroma tumoral (200X). C,
expresion débil-moderada de CXCL9 en la 1sem (100X). D, expresiéon débil-moderada de CXCL9
a las 3sem (200X).
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4.6.2.1.2.-CXCL10

De expresion citoplasmatica, presenta una positividad moderada-intensa en las

primeras 96h, decreciendo su expresion a partir de la primera semana. Ver figura
4.6.5.

Figura 4.6.3. Expresion de CXCL10 en los diferentes tiempos con inmunotincion de peroxidasa en
el GIST. A, expresion intensa y homogénea de CXCL10 en el tumor control (200X). B, expresion
intensa de CXCL10 a las 48h (200X). C, expresion moderada-intensa de CXCL10 a las 96h
(200X). D, expresion débil-moderada de CXCL10 en la 1sem (200X).
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4.6.2.1.3.-CXCR3

Expresién leve, heterogénea y parcheada en casi todos los tiempos salvo a las
24h y en el control donde la expresién es moderada-intensa. La expresién es

fundamentalmente citoplasmatica. Ver figura 4.6.4A.

Figura 4.6.4. Expresion citoplasmatica de CXCRS3 en los diferentes tiempos con inmunotincién de
peroxidasa en el GIST. A, expresion intensa de CXCR3 en el tumor control (200X). B, expresion
moderada de CXCR3 a las 24h, expresion heterogénea (100X). C, expresion muy débil de CXCR3
a la 1sem (200X). D, expresion débil parcheada de CXCR3 en la 2sem (200X).
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Figura 4.6.5. Grafica de expresién de receptores de CXCL9, CXCL10 y su receptor CXCRS3 en los
diferentes tiempos de GIST con peroxidasa. NV: CXCR3 a las 3sem.

4.6.2.1.4.-GRO
La expresion de GRO es mas fuerte a las 48h siendo leve y parcheada la

positividad en el resto de casos, con marcaje citoplasmatico en todos ellos. Ver
figura 4.6.8.
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Figura 4.6.6. Expresion de GRO en los diferentes tiempos con inmunotincion de peroxidasa en el
GIST. A, expresion moderada de GRO en el tumor control (200X). B, expresion débil de GRO a
las 24h (200X). C, expresion moderada de GRO a las 48h (200X). D, expresion muy débil de GRO
en la 4sem (200X).
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4.6.2.1.5.-CXCR2

Expresion citoplasmatica, intensa y homogénea en todos los tiempos. Ver figura
4.6.8.

Figura 4.6.7. Expresion de CXCR2 en los diferentes tiempos con inmunotincion de peroxidasa en
el GIST. A, B, C y D expresion intensa y homogénea de CXCR2 a las 48h, 96h 2sem y 4sem
respectivamente (200X).
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Figura 4.6.8. Grafica de expresion de receptores de quimiocinas en los diferentes tiempos de

GIST con peroxidasa. NV: GRO a las 3sem.

En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el GIST con el

estudio inmunohistoquimico con peroxidasa:

1. Los receptores muestran una expresibn mas mantenida y constitutiva,

mientras que los ligandos muestran una expresién mas fluctuante.

2. Los ligandos parecen mostrar un pico de expresion en las primeras 48h

para descender posteriormente.

3. GRO presenta una intensidad de expresién menor que la de su receptor, lo

contrario ocurre con el resto de quimiocinas que presentan una intensidad

mayor que la de CXCR3. Este receptor presenta una expresion parcheada

y heterogénea.

4. La expresion es en general citoplasmatica intracelular, s6lo en CXCL9

parece ser de manera puntual extracelular.
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4.6.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO. INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA.

4.6.2.2.1.-CXCL9-VIMENTINA

La expresion de ligando es moderada y homogénea en todos los tiempos. Se
observa en algunos tiempos expresion de ligando en el estroma peritumoral. Ver

figura 4.6.9C. Por otro lado, la expresién de vimentina es intensa y homogénea en

el citoplasma de todas las células tumorales.

Figura 4.6.9. Expresién de CXCL9 (rojo) y vimentina (verde) en los diferentes tiempos con IF
indirecta en el GIST. A, expresidbn moderada de CXCL9 (400X). B, expresion débil-moderada de
CXCL9 a las 96h (400X). C, expresion intensa de CXCL9 a la 1sem con tincion citoplasmatica y
nuclear con expresion de quimiocina en el estroma peritumoral (400X). D, expresion moderada de
CXCL9 a la 4sem (400X).
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4.6.2.2.2.-CXCL10-VIMENTINA

Expresion moderada e intensa de las 48h a la primera semana del xenotrasplante.
La positividad es homogénea en las células tumorales y en el estroma peritumoral
con expresion nuclear y citoplasmatica. Ver figura 4.6.10. La vimentina presenta

una expresion citoplasmatica, intensa y homogénea.

Figura 4.6.10. Expresion nuclear y citoplasmatica de CXCL10 (rojo) y vimentina (verde) en los
diferentes tiempos con IF indirecta en el GIST. A, expresion intensa de CXCL10 en el tumor
control (400X). B, expresion moderada de CXCL10 a las 24h (400X). C, expresion intensa de
CXCL10 en la 1sem (400X). D, expresién moderada de CXCL10 en la 2sem con expresion en el

estroma peritumoral (400X).
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4.6.2.2.3.-GRO-VIMENTINA

Expresion moderada-intensa y homogénea de forma variable en todos los tiempos
del GIST. En una de las imagenes parece evidenciarse una mayor expresion de
ligando alrededor de un vaso sanguineo tumoral (fig. 4.6.11C). La positividad es
tanto citoplasmatica como nuclear. Ver figura 4.6.11. Por otra parte, la vimentina

presenta una expresion intensa y homogénea.

Figura 4.6.11. Expresion nuclear y citoplasmatica de GRO (rojo) y vimentina (verde) en los
diferentes tiempos con IF indirecta en el GIST. A, expresion moderada de GRO a las 24h (400X).
B, expresion intensa de GRO a las 48h (400X). C, expresiébn moderada de GRO a las 96h
alrededor de un vaso (400X). D, expresion muy intensa de GRO a las 2sem con expresion del

estroma peritumoral (400X).
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4.6.2.2.4.-CXCL9-CXCR3

La expresion del ligando es débil, siendo mas intensa entre la primera y tercera
semanas. Por otro lado su receptor muestra una positividad mas intensa desde
las primeras 48h a la primera semana disminuyendo ligeramente después. Ver
figura 4.6.14.La expresion de CXCL9 es nuclear y citoplasmatica y la de su
receptor es citoplasmatica. Se observa positividad de CXCR3 en el estroma
peritumoral (fig. 4.6.12A)

Figura 4.6.12. Expresion nuclear y citoplasmatica de CXCL9 (rojo) y el receptor CXCR3 (verde)
con expresion citoplasmatica en los diferentes tiempos con IF indirecta en el GIST. A, expresion
débil de CXCL9 y moderada de receptor a las 48h en las células tumorales y en el estroma
peritumoral (400X). B, expresion moderada de CXCL9 en la 1sem (400X). C, expresién intensa de
ligando y moderada de receptor a las 3sem (400X). D, expresiéon débil de ligando y moderada de
CXCR3 a las 4sem (400X).
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4.6.2.2.5.-CXCL10-CXCR3

En la primera semana la expresién del ligando es mas intensa que en el resto
donde se mantiene débil y moderada. Parece que la expresion de la quimiocina
es ligeramente mas intensa a nivel perivascular a las 96h (fig.4.6.13B). Por otro
lado el receptor muestra una expresidbn mas intensa en las 96h y la primera

semana, siendo moderada en el resto. Ver figura 4.6.14. La expresion del ligando

es nuclear y la expresion de CXCR3 es citoplasmatica (fig.4.6.13C).

Figura 4.6.13. Expresion nuclear de CXCL10 (rojo) y citoplasmatica del receptor CXCR3 (verde)
en los diferentes tiempos con IF indirecta en el GIST. A, expresion moderada de CXCL10 y débil
de CXCR3 a las 24h (400X). B, expresion moderada de CXCL10 e intensa del receptor a las 96h
con mayor expresion perivascular (400X). C, expresion intensa de ligando y moderada de receptor

a las 3sem (400X). D, expresion débil de ligando a las 4sem (400X).
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Figura 4.6.14. Grafica de expresion de CXCL9, CXCL10 y su receptor CXCR3 en los diferentes

tiempos en el GIST con IF indirecta.

4.6.2.2.6.-GRO-CXCR2

La expresion de GRO muestra un perfil irregular que va desde una fuerte
positividad a una expresion débil. Los picos de maxima expresién ocurren a las
96h y a las 2sem. Por otro lado, el perfil de expresion del receptor CXCR2 es mas
intensa entre las dos primeras semanas reduciéndose posteriormente. Ver figura
4.6.16. La expresion de GRO es citoplasmatica y nuclear, mientras que la de
CXCR2 es citoplasmatica (fig.4.6.15A).
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Figura 4.6.15. Expresion citoplasmatica y nuclear de GRO (rojo) y citoplasmatica del receptor
CXCR2 (verde) en los diferentes tiempos con IF indirecta en el GIST. A, expresion intensa de
GRO y moderada de CXCR2 en el tumor control (400X). B, expresiéon moderada de GRO y débil
de CXCR2 a las 24h (400X). C, expresion intensa de GRO y moderada de receptor a las 96h
(400X). D, expresion débil de ligando y moderada de receptor a las 3sem (400X).
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Figura 4.6.16. Grafica de expresion de GRO y CXCR2 en los diferentes tiempos en el GIST con IF

indirecta.
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En resumen podemos destacar que en nuestra experiencia en el GIST con el

estudio inmunohistoquimico :

1. Las quimiocinas CXCL9, CXCL10, GRO y sus receptores CXCR2 y
CXCR3 son expresados por las células tumorales. CXCL9, CXCL10 y
su receptor CXCR3 son expresados también por el estroma murino
peritumoral (fig.4.6.10D), pero no de forma clara en el estroma tumoral
0 matriz extracelular como vemos en los condrosarcomas, SS y en el
OS. En algunos casos se observa una expresion ligeramente mas
aumentada en el area perivascular de quimiocinas (fig. 4.6.11C y
4.6.13B).

2. Los ligandos muestran un pico de expresién que en IF es mas tardio
que en las técnicas de peroxidasa. En IF las quimiocinas presentan el
pico de expresion entre las 96h y la segunda semana, mientras que en

peroxidasa aparece a las 48h del xenoinjerto.

3. La concordancia entre la técnica de peroxidasa e IF es del 30% de los
casos.

4. En lineas generales, la expresion de las quimiocinas en peroxidasa es
mas débil que en IF (37.5% de los casos), excepto como sucede en los
casos anteriores, de CXCR2 donde la peroxidasa muestra una
positividad mayor. La expresion de las quimiocinas es ligeramente
inferior cuando se combina con su receptor en lugar de la vimentina
como sucede en los casos anteriores.

5. La expresion de ligandos en peroxidasa es mas citoplasmatica que en

IF donde es mas nuclear.
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4.6.2.3. FACTORES RELACIONADOS CON EL CRECIMIENTO VASCULAR'Y
ANGIOGENESIS.

En este apartado describiremos los perfiles de expresién inmunohistoquimicos
con peroxidasa en los diferentes tiempos de importantes factores relacionados

con la angiogénesis y el crecimiento vascular.

4.6.2.3.1. indice proliferativo.

El indice proliferativo con Ki67 disminuye bruscamente desde las primeras 24h
tras el xenotrasplante, manteniéndose bajo hasta las primeras dos semanas tras
el xenoinjerto donde parece incrementarse moderadamente. Ver figura 4.6.17.
Estos datos se correlacionan con los vistos en los cambios morfolégicos (epigrafe
4.6.1).
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Figura 4.6.17. Grafica de expresion con peroxidasa de Ki67 en los distintos tiempos en un GIST.
NV: 3sem.
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4.6.2.3.2. Factores angiogénicos.

La expresion de HIF1A como principal inductor de produccion de VEGF, muestra
una positividad elevada en las primeras 96h del xenoinjerto, decreciendo su

expresion a partir de la primera semana. Ver figura 4.6.18.
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Figura 4.6.18. Grafica de expresion con peroxidasa de HIF1A en los distintos tiempos en un
GIST. NV: 24h ni 2sem.

VEGF se mantiene moderada en casi todos los tiempos disminuyendo
discretamente en las uUltimas semanas de manera similar como sucedia en el
HIF1A con el que comparte un mismo perfil de expresion. Los receptores
VEGFR1 y VEGFR2 tienen una positividad leve siendo mas intensa la de
VEGFRS. Ver figura 4.6.20. En general este es el perfil caracteristico de todos los
sarcomas estudiados, VEGF en todos ellos se encuentra elevado en las primeras
horas del desarrollo tumoral al igual que HIF1A.

Por otro lado, PDGFRA y VE-CAD muestran una positividad leve en las primeras
horas, descendiendo a nula en las primeras semanas. FGF2 presenta una

expresion intensa de manera constitutiva en todos los tiempos. Ver figura 4.6.21.
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Figura 4.6.19. Expresion citoplasmatica de VEGF, VEGFR1y VEGFR2 en los diferentes tiempos
en el GIST con peroxidasa. A, B, C y D, expresion moderada de VEGF en las 96h, 1sem, 3sem y
4sem respectivamente (200X). E, expresion nula de VEGFR1 en la 1sem (200X). F, expresion
débil de VEGFR2 en la 2sem (200X).
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Figura 4.6.20. Grafica de expresion con peroxidasa de distintos factores relacionados con la
formacion de vasos capilares VEGF y sus receptores en los distintos tiempos en un GIST. NV: 24h

ni 2sem en todos los marcadores.
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Figura 4.6.21. Grafica de expresion con peroxidasa de PDGFRA, FGF2 y VE-CAD en los distintos

tiempos en un GIST. NV: 24h ni 2sem en todos los marcadores.

4.6.3. BIOLOGIA MOLECULAR

4.6.3.1. Matrices de baja densidad qRT-PCR de los genes relacionados con

la angiogénesis.

El analisis de expresion de ARN se realiz6 por medio de qRT-PCR usando una
matriz de baja densidad en una tarjeta microfluidica como se indicé en Material y
Métodos (epigrafe 3.4.5).

Los valores Ct de los genes se normalizaron entre las muestras con un valor
medio entre el Ct de los genes constitutivos S18 y B2-microglobulina. Ademas, el
nivel de expresion de cada gen fue normalizado en cada una de las muestras, con
los valores normalizados para cada gen del tejido tumoral antes de la

implantacién (tumor control).
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Los analisis de la matriz se llevaron a cabo utilizando el “Gene Expression Pattern

Analysis Suite” v3.1 (http://gepas3.bioinfo.cipf.es/).

En la figura 4.6.22 se muestra el arbol de matrices obtenido de las series

aplicando una correlacion de distancia y un coeficiente de correlacion lineal. De

este conglomerado se obtiene la siguiente informacion:

1-

2-
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El perfil de expresion génica entre las primeras 24h y la primera semana es

similar.

La mayoria de factores angiogénicos se encuentran sobreexpresados a las
96h del xenotransplante. Una sobreexpresion tardia en comparaciéon con

los sarcomas mas agresivos de alto grado como ES, OS y el Ch grado 3.

Existe una buena correlacién entre el perfil de expresion de HIF1A entre

técnicas de IHQ y biologia molecular (fig. 4.6.18 y 4.6.23).

Los factores angiostaticos y estabilizadores vasculares presentan un perfil
de expresién similar a los factores pro-angiogénicos con mayor expresion a
partir de las 96h del xenoinjerto (fig.4.6.24).

VEGFC es el factor de angiogénesis que se eleva mas prematuramente (a

las 24h), aunque su receptor eleva su expresion a las 96h (fig. 4.6.23).



Figura 4.6.22. Analisis de conglomerados de gRT-PCR con los valores de los genes relacionados
con la angiogénesis del GIST. 1, 24h; 2, 48h; 3, 96h; 4, 1sem; 5, 2sem; 6, 3sem.
No se pudo evaluar la 4sem por mala calidad del ARN de las muestras obtenidas.
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Figura 4.6.23. Histogramas de representacion de los genes pro-angiogénicos sobreexpresados
mayoritariamente a las 96h del xenotrasplante con sus receptores en el GIST. A y B. Expresién de
la familia VEGF, presentando VEGFC una expresion mantenida, con una sobreexpresion de VEGF
a las 96h; C. Expresion de los receptores de VEGF a partir de las 96h; D. Perfil de expresion de la
familia PDGF y sus receptores; E y F. Perfil de expresion de la familia FGF y sus receptores; G.
Perfil de expresién de los factores pro-angiogénicos HIF1A y NRP1.
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Figura 4.6.24. Histogramas de representacion de los genes angiostaticos como THBS y factores
estabilizadores vasculares como TGF y sus receptores en el GIST. A. Perfil de expresion de la
familia THBS, mostrando una mayor sobreexpresion a partir de las 96h; B y C. Perfil de expresiéon

de la familia TGF y sus receptores.
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5. DISCUSION






Los tumores 6seos y de partes blandas son neoplasias de baja incidencia, la
mayoria con comportamiento agresivo y de crecimiento rapido. Muchos de ellos
aparecen en nifios y adultos jovenes y su pronéstico continua siendo pobre e
infausto en la mayoria de casos " 2. La baja incidencia de estas neoplasias, unido
a la alta heterogeneidad, hace dificil el estudio de grandes series de sarcomas lo
que dificulta el planeamiento de tratamientos estandares con niveles de evidencia
adecuados °. En este sentido, los modelos animales de algunos tipos de
sarcomas han constituido una alternativa muy util en el estudio de la biologia y de
las alternativas terapéuticas de estas neoplasias.

En base a nuestra experiencia, los xenotrasplantes en ratones nude nos han
proporcionado una herramienta interesante para el estudio de la progresion y
evolucién tumoral no solo en sarcomas humanos, sino también en otro tipo de
neoplasisas como melanoma o mama, porque ellos imitan en un modelo
experimental in vivo, lo que podria suceder en el contexto del paciente. Es
importante saber cémo son de parecidos los tumores xenoinjertados de los
originales y como los genomas se mantienen tras los pases en el huésped
xenobiotico. Incluso cuando una célula tumoral es representativa del tumor
original, los patrones de expresion genéticos y senalizacidn son bastante
dinamicos y estarian fuertemente influenciados por el patrén de crecimiento,
vascularizacioén, interacciones y sefializaciones con las células del estroma del
huésped, y las reducidas o nulas interacciones con el sistema inmune 238242 36°
No obstante, algunas propiedades pueden hacer que no representen los tumores
originales, como el caso de las interacciones con el estroma del huésped asi
como con el nuevo sistema inmune del ratén. Ademas, el xenoinjerto se establece
a partir de un pequefio fragmento del tumor resecado quirdrgicamente y puede
que no sea siempre representativo de todo el tumor, en el cual la heterogeneidad
en mayor o menor medida puede ocurrir *! %% Por otra parte, los procesos de
seleccion pueden diferir en el ratdbn huésped, y nuevas aberraciones genéticas
pueden aparecer con los pases *°. A pesar de esto, sigue siendo un modelo que
aporta valiosos datos en el estudio morfolégico y bioldégico de los tumores
humanos.

La angiogénesis tumoral ha sido estudiada por muchos grupos de trabajo tratando
de hallar los factores moleculares que regulan este proceso y las posibles dianas

terapéuticas que se pueden derivar para evitar el crecimiento y la expansion
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tumoral. Este fenbmeno se ha visto relacionado con la aparicion, desarrollo,
invasion y metastasis tumorales ’. Se han descrito diferentes modelos de
formacién vascular: brote de angiogénesis, vasculogénesis, intussusception,
vessel co-option y vascular mimicry. Todos estos procesos estan
desencadenados por muiltiples factores de estimulacién angiogénicos . Algunos
de estos factores como el HIF1a, VEGF con sus receptores, FGF2, PDGFRA y
PDGFRB los hemos estudiado inmunohistoquimicamente expresados en los
diferentes tumores mesenquimales, presentando diferencias en los diferentes
tiempos del xenoinjerto tumoral tras el implante.

En los ultimos afios, el papel del sistema inmune y los procesos inflamatorios

también han sido objeto de numerosos estudios en algunos tumores "', pero no

12367 Se ha visto mas

tanto en los tumores de partes blandas y hueso
concretamente el papel que juegan los fenémenos inflamatorios a través de las
quimiocinas que se expresan en el “microambiente tumoral” por las células
inflamatorias y tumorales asi como su implicacién en el proceso de angiogénesis
tumoral "% 3 %7 38 560 muchas las quimiocinas que estan implicadas en el
crecimiento y desarrollo tumoral *®. En este trabajo, nos hemos centrado en la
expresion tumoral y extratumoral de las quimiocinas CXCL1/2/3, CXCL9 y
CXCL10, asi como de sus receptores CXCR2 y CXCR3. Estas moléculas se han
visto implicadas en los procesos de angiogénesis, supervivencia, creciemiento,
invasion y metastasis neoplasica entre otros'.

En el presente trabajo nos hemos centrado en el estudio de seis tipos de
sarcomas de naturaleza histopatolégica, inmunohistoquimica y molecular distinta:
ES, OS, Chsgrado 2y 3, SSy GIST.

Segun la clasificacion molecular, los sarcomas pueden agruparse en dos grandes
grupos: los sarcomas que tienen una alteracion molecular especifica y los que no

la tienen 3.

Estas alteraciones moleculares nos ayudan en el diagnéstico
morfolégico e inmunohistoquimico incluso en algunos casos pueden tener un
valor prondstico como en los casos de ES y SS **°. Ademas, estos estudios
pueden servir para detectar enfermedad minima residual en torrente circulatorio

tras tratamiento 37°

o representar auténticas dianas terapéuticas como es el caso
del Gleevec® en el GIST *"". Asi pues, de los sarcomas que hemos estudiado el
ES, el SS y el GIST pertenecerian al grupo de sarcomas con alteraciéon genética

caracteristica. Por otro lado, los Chs grados 2 y 3 junto con el OS osteoblastico

276



formarian parte de los sarcomas que acumulan alteraciones cariotipicas sin una

alteracion molecular especifica.

En el estudio de los cambios morfologicos, dividimos los sarcomas estudiados en
dos grandes grupos. Un grupo de sarcomas de mayor grado y agresividad
representados por ES, OS, Ch grado 3 y el SS. Otro grupo de sarcomas de menor
grado o agresividad como son el Ch grado 2 y el GIST. Curiosamente aunque el
SS supuestamente es un tumor agresivo y de alto grado en humanos, en nuestra
experiencia de xenotrasplante en ratones nude tiene un comportamiento biolégico
mas semejante a los sarcomas de menor grado como a continuacién
discutiremos.

Los tumores de mayor grado se caracterizan por presentar un indice proliferativo
mayor que los sarcomas del grupo de menor grado, objetivado fundamentalmente
por la expresion de Ki67. De forma particular, el ES es el sarcoma que presenta
un mayor indice divisional de entre todos los sarcomas estudiados tanto por
recuento mitético (fig.4.1.1) como por la inmunotincién con Ki67 (fig.4.1.16). Otra
de las caracteristicas que definen este grupo de tumores es la abundante necrosis
que se evidenci6 a las 48h postimplante en todos los sarcomas, debida
fundamentalmente a la hipoxia inducida de las primeras fases del experimento.
Por el contrario, en el grupo de sarcomas de menor grado (Ch grado 2, SS y
GIST) la aparicion de necrosis extensa aparece de manera mas tardia, en la
primera y tercera semana tras el implante, aunque nunca llega a formar el core de
necrobiosis como el que aparece en el ES y en el OS (fig.4.1.1C y 4.2.1C). Estos
dos tumores presentan cambios morfolégicos similares con la presencia de un
core central necrotico en las primeras 48h del xenotrasplante, y aunque el Ch
grado 3 y el SS son de alto grado y presentan necrosis abundante, esta se
presenta de manera parcheada (fig.4.5.1D). Del grupo de tumores mas agresivos,
el SS es el que muestra de manera significativa la necrosis masiva mas tardia
respecto a los sarcomas del mismo grupo. En general, la necrosis extensa que se
instaura es central y parcheada, ya que esta zona es la menos perfundida,
presentado un déficit de concentracion de oxigeno mucho mayor. Esto ocurre en
la mayoria de carcinomas y sarcomas que poseen un rapido crecimiento . En

nuestro estudio, es frecuente observar, sobre todo en las primeras fases de la
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experiencia, un gradiente de células entrando en picnosis a medida que se alejan

de la luz de un vaso sanguineo (fig.4.1.1D).

Con respecto a la actividad divisional, se observa de forma comun en todos los
tumores un fendmeno que consiste en la correlacion inversa que existe entre
necrosis y mitosis en cada uno de los casos. De esta forma, cuanta mayor es la
cantidad de necrosis menor es el numero de mitosis y viceversa. Esto podria
tener su explicaciéon, en el hecho de que el tumor, puesto que detecta que no
tiene el oxigeno necesario para sobrevivir ralentiza el ciclo celular manteniéndose
y alargando la fase del ciclo celular G1. La activacion del proceso divisional
supone en la célula un extra de gasto energético consumiendo abundantes
moléculas de ATP procedentes del ciclo de Krebs 372 En general, a partir de las
96h se observa un incremento paulatino del nimero de mitosis a excepcion del
SS donde el mayor numero de mitosis se observa a las 48h.

Otro hallazgo importante en nuestras experiencias es que el indice divisional con
el Ki67 es inversamente proporcional a la expresion de HIF1a, cuando el tumor se
encuentra en hipoxia desciende el numero de mitosis y por otro lado genera
niveles elevados de HIF1a para tratar de favorecer la angiogénesis de la forma
mas rapida. Es bien conocido, como la sobreexpresion de HIF1a promueve la
activacion del proceso angiogénico y de la maquinaria de supervivencia de las
células tumorales mediante mas de 40 genes y proteinas entre las que se
encuentran miembros de la familia de los transportadores de la glucosa,
anhidrasa carbonica y diferentes oncogenes®’®. Se ha visto que la sobreexpresion
de esta proteina implica un mal pronéstico en multiples tumores sélidos 37374,

Asi mismo, las primeras fases del crecimiento se caracterizan por un abundante
infiltrado inflamatorio polimorfonuclear que se observa de manera mas prominente
en el Ch grado 2, SS y GIST precisamente en los tumores que poseen un indice
divisional mas bajo y un fenébmeno de necrosis establecido en fases mas tardias.
El infiltrado a partir de la primera semana pasa a ser linfoplasmacitario, este
infiltrado inflamatorio es el responsable de reclutar angioblastos a través de las
quimiocinas que favorecen la vasculogénesis y la remodelacion vascular tumoral
(fig.4.5.1B y 4.5.2B) '3 3%8,
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Por otro lado, segun el estudio inmunohistoquimico que aqui se ha realizado con
peroxidasa e IF indirecta, los niveles de expresion de CXCL9, CXCL10 y GRO
con sus receptores CXCR2 y CXCR3 presentan un perfil de expresion que varia
de un tumor a otro y de una técnica a otra. En general los ligandos, a excepcidn
del GRO, presentan una expresibn mas intensa con peroxidasa que con IF,
posiblemente por la mayor sensibilidad de la peroxidasa o mayor especificidad de
la IF indirecta, aunque puede ser simplemente un hallazgo incidental y aleatorio
por los propios parametros de visualizacion del microscopio confocal *°. De
hecho, en dos de las experiencias (Ch grado 3 y GIST) la expresion de ligandos
fue mas intensa en IF que en peroxidasa. Pero si observamos cada tumor
podemos apreciar un perfil de expresion que se repite en mas de una ocasion. La
expresion de los receptores se mantiene mas o menos constante en todos los
tiempos y tumores de una manera constitutiva. Ademas la expresion de ligandos
suele ser inferior a la de los receptores generalmente en las tinciones en
combinacién de ambos, excepto con el GRO que en combinacion con CXCR2
suele presentar en todos los tumores una expresibn mas intensa que las
quimiocinas angiostaticas CXCL9 y CXCL10.

Otro fendbmeno interesante que hemos observado tanto con peroxidasa como IF
indirecta, es que las quimiocinas fisiol6gicamente deben encontrarse en el
citoplasma y la membrana celular. No obstante, en los tumores estudiados la
expresion de CXCL9 y GRO es citoplasmatica y nuclear en muchos de los
tumores mientras que CXCL10 presenta una tincién granular y nuclear. Hay poca
experiencia de estos anticuerpos en tumores de hueso y partes blandas, sélo
hemos encontrado un trabajo en la literatura donde se refleja este fendomeno 2.
Este grupo de trabajo obtuvo en el ES en la inmunotincién con peroxidasa la
misma tincion nuclear con el CXCL10 si bien la tincion de CXCL9 era
citoplasmatica. Posiblemente este fendmeno se trate de un artefacto del proceso
en la recuperacion antigénica puesto que en el tejido control amigdalar el CXCL10
es citoplasmatico 2.

En general la expresion de ligandos en todos los tumores es mas oscilante
respecto a sus receptores. La concordancia entre la IF y la peroxidada en general
es de un 30% con un rango entre el 23% observado en SS y el 40% en ES. Esta
concordancia tan baja, en general en todos los casos, es posible que sea debida

por tratarse de dos técnicas IHQ diferentes con una sensibilidad y especificidad
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diferente, asi como un sistema de visualizacién especial en el caso de la IF
indirecta que ha sido interpretada con un microscopio confocal en el que se
ajustan multiples pardmetros *°. En nuestro trabajo hemos decidido basarnos
fundamentalmente en los resultados de IF indirecta por observar una mejor

concordancia con los resultados de biologia molecular.

Segun los perfiles de inmunoexpresion observados en IF indirecta, podemos
afirmar que en el grupo de los tumores mas agresivos y con un elevado indice
proliferativo (ES, Ch grado 3 y OS) suele haber dos picos de expresion de
quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y GRO). En estos tumores se produce un primer
pico de expresion en las primeras 24-48h para disminuir bruscamente y aumentar
de nuevo entre la primera y segunda semana postimplante. El primer pico ocurre
en el mayor momento de necrosis y cariorrexis por hipoxia que suele
acompafarse de abundante infiltrado inflamatorio de predominio polimorfonuclear.
Esto podria explicar el pico de expresion en las primeras fases (fase temprana) de
crecimiento tumoral (primeras 96h) que denominamos fase de induccién
angiogénica y que coincide con la fase de activacion morfologica e
inmunofenotipica del proceso angiogénico. El segundo pico se produce en las
siguientes semanas (1-3 sem) del xenoinjerto, una fase en la que la necrosis
tumoral empieza a descender y donde el nUmero de mitosis se incrementa de
forma paulatina. Esta segunda fase tardia la denominamos remodelacion
angiogénica e incluye la movilizacién de angioblastos de la médula 6sea del raton
al tumor asi como la estabilizacién vascular de los nuevos vasos al recubrirse por
células periciticas .

Por otro lado, en el resto de tumores, menos agresivos, como el Ch grado 2, SS y
GIST se produce un solo pico de expresion de quimiocinas y ademas aparece de
forma mas tardia que en los tumores anteriores, entre las 96h y primera semana
tras el trasplante, para disminuir luego progresivamente. Tal vez en estos
tumores el segundo pico se produzca después de la cuarta semana del
xenoinjerto, haciendo imposible la deteccion en el estudio planteado; o bien, en
estos tipos de tumores de crecimiento mas limitado el proceso angiogénico, al
producirse de forma mas paulatina, no se distingan esas dos fases que
anteriormente se han citado. Recordemos que en estos tres tumores (Ch grado 2,

SS y GIST) la necrosis masiva por hipoxia aparecia mas tarde respecto del grupo
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anterior (ES, OS y Ch grado 3). Posiblemente el pico de produccién de
quimiocinas vaya en concordancia con el estado de hipoxia celular tumoral y sea
una sefial de que el tumor necesita formar nuevos vasos capilares para poder
oxigenarse y nutrirse en respuesta a la intensa hipoxia y necrosis en el caso de la
expresion de la quimiocina angiogénica GRO. Como apuntabamos al principio de
la discusion, el SS aunque en teoria es un tumor considerado agresivo y de alto
grado en humanos, sufre unos cambios morfolégicos e inmunofenotipicos en
nuestras experiencias de xenotrasplante en ratones atimicos mas agrupables al
Ch grado 2 y el GIST. Estos tres sarcomas, ademas no sélo presentan el aumento
de quimiocinas de manera mas tardia sino también como veremos mas delante

de los factores angiogénicos estudiados por qRT-PCR.

También, conviene resefiar que las quimiocinas estudiadas tienen efectos
fisiolégicos antagonicos. Por una parte, CXCL9 y CXCL10 pertenecen al grupo de
quimiocinas ELR-, este grupo tienen un efecto inhibidor sobre la angiogénesis, es
decir son citocinas angiostaticas *%. Su efecto inhibidor sobre el crecimiento
tumoral ha sido estudiado en numerosos modelos experimentales de numerosos
tipos de tumores tanto in vitro como in vivo **®. Ademas, su receptor CXCR3
presenta dos isoformas con funciones diferentes 22: CXCR3A que recluta células
mononucleares *'®, células dendriticas *’7, células natural killer, linfocitos CD4 y
CD8 > %% y CXCR3B, que media la actividad angiostatica de las células
endoteliales #”. CXCR3A parece promover la proliferacién celular en algunos
tumores como mama 2. La expresion constitutiva de CXCR3 parece que juegue
un papel crucial en el asentamiento de metastasis por células CXCR3 positivas
hacia sitios y 6rganos donde las quimiocinas CXCL9 y CXCL10 presentan altas
concentraciones 2" 38 Pradelli et al 8, observaron que la inhibicion de la ruta
CXCR3/quimiocinas disminuye el crecimiento metastatico del OS en el pulmén de
ratones nude y que las interacciones receptores/ligandos puede directamente
activar los procesos de supervivencia, crecimiento e invasion de las células
neoplasicas. Otro hallazgo de este grupo de trabajo fue que CXCR3 de las células
neoplasicas presentd una expresidbn a la baja tras exposiciones a altas
concentraciones de ligandos. Posiblemente como consecuencia de la
internalizacion del receptor inducida por ligando ’°. Otros trabajos también han

evidenciado este fendomeno en lineas celulares de melanoma °.
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No obstante, en el caso de CXCL9 y CXCL10, que como hemos dicho son
quimiocinas angiostaticas, esto resulta ser una paradoja, la explicacién tal vez
radicaria en la base de que la promocion de células Th1 y angiostasis por el
receptor CXCR3 se encuentra en la caracteristica reaccién inmunitaria celular de
los humanos frente al Mycobacterium tuberculosis produciendo la reaccion tipica
granulomatosa con la necrosis caseificante *%. Esto podria estar relacionado con
la extensa necrosis tumoral por hipoxia de los sarcomas mas agresivos, que
presentan una necrosis masiva central parecida al caseum del granuloma
tuberculoso. Posiblemente, en nuestro estudio, el complejo desequilibrio que se
produce en las primeras fases hacia el predomino de los factores angiostaticos
produzca este fendmeno como ocurre de forma patolégica en la infeccion
bacteriana anteriormente descrita. De todas formas el proceso no es muy sencillo,
esta paradoja también la plantea el grupo de Pradelli et al *’®, donde al final de su
trabajo se plantean la pregunta evidente de cdmo es posible que inhibiendo la ruta
CXCR3/ quimiocinas disminuyan la metastasis de OS en pulmén de ratones nude,
si también han bloqueado el efecto de reclutamiento de células inflamatorias de
este eje que supuestamente como se ha visto en algunos trabajos tienen un
efecto beneficioso en el pronostico tumoral 2. Sin embargo, se han observado
células NK y leucocitos sin receptor CXCR3 en superficie y por tanto actuan de

%1 Ademas, por otro lado,

manera independiente a la presencia de ligandos
CXCL9 bloquea la apoptosis celular 32,

Ademas, la funcion de CXCR3 es muy compleja y como ya hemos dicho parece
jugar un papel relevante en el nicho metastasico y por tanto en la capacidad
metastasica de los tumores 2* 3’8 De todas formas, son muiltiples los factores y
rutas metabdlicas implicadas en el proceso de crecimiento tumoral, por ello, es
complicado encontrar una Uunica explicacion al rol de estas quimiocinas
angiostaticas en los tumores de hueso y partes blandas. Probablemente a lo
largo del tiempo nuevas funciones de estas quimiocinas y nuevas interacciones
con otras rutas de activacion sean descubiertas y permitan explicar estos
fendmenos paraddjicos.

Por otro lado, en el perfil de expresion de GRO parece que predomine sobre las
quimiocinas angiostaticas a partir de la primera semana de crecimiento tumoral,
este fendmeno se observa sobre todo en el ES y en Ch grado 3. En el resto de

sarcomas no se aprecia esta caracteristica de forma tan significativa. El hecho de
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que el GRO sea mas intenso que su propio receptor en algunas ocasiones, a
diferencia de lo que sucede con las otras quimiocinas angiostaticas, hace pensar
que el ligando puede producirse como respuesta a la inminente necesidad de
formacion vascular en un momento critico en la sobrevivencia y desarrollo
tumoral. Otra explicacién podria ser que este fenbmeno sea debido a la
internalizaciéon del receptor CXCR2 ante la fuerte estimulacion y alta
concentracion de ligando 37837°,

Hay pocos trabajos publicados de este ligando en relacion al efecto sobre
tumores. Recientemente, Killian et al *° han demostrado el efecto beneficioso de
bloquear los ligandos CXCL1 y CXCL2 en el cancer prostatico inhibiendo la
capacidad metastatica.

CXCL1/2/3 (GRO) pertenece al grupo de quimiocinas ELR+ que tienen una
actividad fundamentalmente angiogénica, promoviendo y activando células
endoteliales para formar nuevos vasos a través del receptor CXCR2 que activa
una cascada de sefializacion que promueve la proliferacién, migracién e inhibicién
de la apoptosis 2.

La expresion de quimiocinas (CXCL9, CXCL10 y GRO) y sus receptores (CXCR3
y CXCR2) no han sido muy estudiados en los tumores de partes blandas y hueso,
con pocos estudios en la literatura ' "8, Como vimos en la IF indirecta, las
células neoplasicas de los sarcomas coexpresan tanto ligandos como receptores
de quimiocinas en mayor y/o menor intensidad en los diferentes tiempos
tumorales asi como en las células del estroma peritumoral. Ademas en los
tumores con abundante matriz extracelular como son el OS y los Chs, se observa
de forma mas evidente quimiocinas y receptores en dicha matriz tumoral. De esta
forma se produce una activacion de estimulos autocrinos y paracrinos
intratumorales **’. La expresion de los ligandos es ligeramente mas intensa en las
areas del tumor periestromales y perinecroticas pero sobretodo en el area
periestromal. Este fendmeno se observa de manera mas llamativa en el ES. Esta
estimulacion autocrina y paracrina también se observa en relacion con la
expresion de VEGF vy sus receptores. Las propias células tumorales son capaces
de producir y sintetizar tanto factores de proliferacion e inhibicién vasculares como
los propios receptores de estos. Se ha observado una estrecha relacion entre

VEGF y GRO que recluta neutrdfilos liberando abundantes factores angiogénicos
205
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CXCL9 y CXCL10 reclutan del estroma y del microambiente tumoral células
inflamatorias y en especial de linfocitos T CD8+ que tienen en su membrana el
receptor CXCR3 '2. Berghuis et al '2, demostraron correlacion entre los niveles de
expresion de quimiocinas CXCL9 y CXCL10 en el microambiente tumoral con el
numero de infiltrado linfocitario en el ES. Este infiltrado inflamatorio por linfocitos T
CD8+ se ha visto ademas, que tiene un efecto beneficioso ya que implica la
capacidad de adaptacién a la inmunidad antitumoral en su interaccion con la
inmunidad del huésped en el ES 2. Algunos estudios preclinicos han aportado
pruebas de que las células del ES pueden ser diana de linfocitos T y células NK
%4 Ademas, la temprana recuperacion del infiltrado linfocitario T tras la
quimioterapia se ha visto que es un indicador de buen pronéstico **°. El infiltrado
inflamatorio T esta siendo objeto de estudio en otros tumores como el melanoma
donde también se ha visto que tiene un efecto beneficioso en el prondstico *¢. En
otros estudios, se ha observado la relacion que existe entre los niveles séricos de
CXCL9 vy el nivel de fibrosis hepatica en ratones y humanos, donde
CXCL9/CXCR3 tiene un efecto antifibrético **’.

Debemos decir también que, los estudios de perfiles de expresion
inmunohistoquimica en nuestros sarcomas se encuentra limitado por el niumero
de casos que no pudieron ser valorados en algunos de los tiempos de la
experiencia por ausencia de tumor, bien por agotamiento de material como por
pérdida del mismo en el proceso técnico de tincién IHQ. Ademas, sélo hemos
estudiado un caso de cada tipo tumoral, deberiamos en un futuro intentar repetir
las experiencias con los mismos tumores para intentar esclarecer los perfiles de

expresion inmunofenotipicos.

Las dos fases (induccion y remodelacién) de la angiogénesis que ya hemos
comentado anteriormente se observan claramente en los estudios tanto
inmunohistoquimicos como de biologia molecular de la expresién de VEGF, tanto
en tejido como en suero, de los sarcomas estudiados. En el estudio IHQ del ES,
Ch grado 3 y del OS parece que el pico de VEGF se produce unas horas antes
que en el resto de sarcomas. Curiosamente estos tres sarcomas los agrupamos
anteriormente en un mismo grupo puesto que tienen una agresividad mayor que
el resto. Ademas, los picos detectados en sangre de raton de VEGF (VEGF

murino) por ELISA parecen observarse con unas horas de retraso respecto a la
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detecciéon IHQ de VEGF en el tumor, sobre todo esto se observa en dos tumores,
en el ES y el Ch grado 3, lo que parece correlacionarse con una movilizacion de
las células angioblasticas de la médula 6sea. En general, suele existir en cada
tumor una buena correlacion entre la IHQ y la deteccion de los factores

angiogénicos por biologia molecular.

En todos los sarcomas, podemos agrupar a las moléculas que se expresan en la
fase temprana del crecimiento y las moléculas angiogénicas que se expresan en
la fase tardia o de remodelacion angiogénica. Sobre todo, observamos que los
sarcomas mas agresivos presentan una expresion mas temprana de estos
factores angiogénicos.

Los factores que se expresan en la fase temprana suelen ser: VEGF, HIF1A,
PDGFA, PDGFB, FGF2 y los receptores VEGFR1/2/3. Aunque hemos observado
que los receptores suelen aumentar unas horas después de la expresion de su
ligando como ocurre nuevamente de manera mas evidente en el ES y Ch grado 3.
Ademas hay factores y receptores (VEGF, y los receptores VEGFR1/2/3) que
producen un pico de expresion en la fase tardia también, como observamos en el
ES y el OS (fig.4.1.18 y 4.2.19). Podemos decir que esta molécula participa de
forma activa en las dos fases de la angiogénesis adquiriendo una importancia
capital en las fases de induccion y remodelacion 7, en algunos estudios en OS se
ha observado que los niveles séricos de VEGF en sangre de pacientes tiene valor
prondstico %8,

A su vez, VEGF es un factor sintetizado por los neutréfilos estimulados por la
activacion de CXCR2 a través de GRO 2.

Como hemos comentado, VEGF es necesaria para la formaciéon de nuevos vasos,
seleccionando las células endoteliales “tip” a partir de las cuales surgiran las
nuevas ramas vasculares, este proceso esta controlado basicamente por el
receptor VEGFR2 . Este receptor seria crucial en la primera fase de la
angiogénesis (fase de induccion). Por otra parte, los angioblastos procedentes de
la médula ésea poseen el receptor VEGFR1 en su superficie y se ha relacionado
con los procesos de metastasis y nicho tumoral en los diferentes 6rganos 3. Este
receptor (VEGFR1) podria jugar un papel relevante en la fase tardia de la

angiogénesis (fase de remodelacion) ya que en esta fase los angioblastos
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penetran en el tumor procedentes de la médula 6sea murina y participan de forma
clave en la consolidacion vascular.

Todo ello explicaria que VEGF se mantenga alto en las dos fases de la
angiogénesis jugando un papel crucial en el crecimiento y en el microambiente
tumoral en las primeras fases del desarrollo neoplasico. En algunos sarcomas
vimos una infiltracibn prominente de neutrofilos en las primeras fases del
crecimiento que podria explicar el primer pico de VEGF en la fase de induccién

angiogénica.

Por otro lado, HIF es un factor de transcripcion involucrado en la adaptaciéon
celular a la hipoxia. La actividad transcripcional de HIF esta regulada por la
presencia mas o menos de oxigeno y se activa en condiciones bajas de oxigeno
30 HIF1A se ha observado sobreexpresado en tumores observandose una
correlacién positiva con angiogénesis, agresividad, metastasis y resistencia a
radio y quimioterapia. Ademas presenta una correlacién negativa con la
progresion, supervivencia y prondstico 37391,

En nuestros sarcomas, el HIF1A presenta un perfil de expresion caracteristico en
cada uno de los tumores, sin embargo hay algo comun en todos ellos, y es que el
pico de expresion es mas alto en la primera fase del desarrollo (24-96h) que es
precisamente cuando los niveles de oxigeno en los tumores xenotrasplantados es
mas bajo.

En practicamente todos los tumores, a partir de la primera semana, HIF1A tiende
a descender los niveles de expresion. Soélo en el SS se mantiene elevado en la
primera empezando el descenso a partir de la tercera semana, de forma mas
tardia que el resto de sarcomas. Recordemos que en este tumor también la
necrosis y las quimiocinas tardaban unas horas mas en aparecer y producir los
picos de expresion.

También, cabe resefar que como dijimos anteriormente los niveles de expresion
de HIF1A presentan unos niveles de expresion inversamente proporcionales a la
grafica de expresion de Ki67. Es precisamente en los momentos de mayor hipoxia
donde se expresa en mayor cantidad HIF1A reduciéndose de manera significativa
la proliferacion celular neoplasica como explicamos anteriormente (fig.4.3.17,
4.3.18,4.4.17 y 4.4.18).
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El estudio de expresidon de HIF1A por qRT-PCR muestra claramente en los
tumores mas agresivos (ES, OS y Ch grado 3) una sobreexpresion mas temprana
que aparece ya en las primeras 24h del xenotransplante, sin embargo en los
tumores menos agresivos esta sobreexpresion aparece no antes de las 96h.

En general, los perfiles de expresion IHQ de HIF1A, en los tumores donde se
pudo realizar, no se correlacionan exactamente con los perfiles de expresion
génica con biologia molecular. Los dos tumores que muestran una correlacion

mayor entre estas dos técnicas son el Ch grado 3 y el GIST.

La familia de PDGF es necesaria para la maduracion correcta de los vasos
sanguineos neoformados que deben ser recubiertos por células murales
(pericitos) para proporcionarles estabilidad 29 PDGF-B atrae por quimiotaxis a los
pericitos que poseen en superficie su receptor (PDGFR-B) %, La deficiencia de
PDGF-B produce debilidad vascular, tortuosidad, formaciones aneurismaticas y
sangrado **%. Todo ello significa que la familia PDGF juega un papel relevante en
la fase de remodelacién y estabilidad angiogénica.

En nuestros sarcomas la expresion de los receptores PDGFRA en
inmunohistoquimica mostraron una positividad muy variable.

En general en el grupo de sarcomas de alto grado la expresion es intensa,
apareciendo el pico de expresién a las 48h y manteniéndose de manera
constitutiva con niveles elevados en el resto de tiempos. Los dos sarcomas que
muestran unos perfiles de expresidbn menos elevados son el SS y el GIST, dos
tumores que tienen un indice divisional no muy elevado, con lo que puede ser un
marcador de agresividad tumoral como lo son casi todos los factores relacionados
con el proceso de angiogénesis.

En los sarcomas el estudio por biologia molecular de la expresién génica por RT-
PCR de ligandos y receptores de la familia PDGF, observamos que en los tres
sarcomas mas agresivos (ES, OS y Ch grado 3) se produce la sobreexpresion en
las primeras 24h, mientras que en el resto de sarcomas dicho pico de
sobreexpresion aparece a partir de las 48h. En resumen, como en el resto de
factores angiogénicos, podemos decir que la expresién de la familia PDGF es
mas precoz en los sarcomas de alto grado o indice divisional con respecto a los
sarcomas menos agresivos, pudiendo tener dichos resultados cierto valor en el
estudio prondstico de estos tumores (fig.4.2.23 y 4.4.24).
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La familia FGF y sus receptores controlan un amplio espectro de funciones
bioldgicas ***. Se necesitan niveles bajos de FGF para mantener la integridad
vascular, ya que la inhibicion de FGFR en células endoteliales quiescentes causa
desintegracion de la estructura vascular **°. Ademas la estimulacion aberrante de
la sefial FGF promueve la angiogénesis tumoral y proporciona una ruta de escape
en la vascularizacién de tumores tratados con inhibidores de VEGF y EGFR %%,

En los sarcomas, la expresion IHQ de FGF2 fue intensa en todos los tiempos y
s6lo en el SS presentd unos perfiles diferentes (fig.4.5.20). En los sarcomas la
deteccion de la expresion por qRT-PCR de esta familia de factores al igual que en
los anteriores mostré un perfil de expresion mas prematuro en los sarcomas con
un mayor indice mitético con respecto a los tumores estudiados de menor grado o

con un comportamiento menos agresivo.

VE-cadherina, es una molécula de unién entre las células endoteliales, promueve
la estabilizacion vascular inhibiendo la sefial de VEGFR2 mientras a su vez, activa
la ruta TGFR . En el brote vascular la funcién adhesiva de VE-cadherina se
reduce en respuesta a VEGF y otros factores angiogénicos **’. Al mismo tiempo,
la localizacion de VE-cadherina en los filopodios permite a las células tip
establecer nuevos contactos con las células en contacto directo con los brotes .

La expresiéon de VE-cadherina en los sarcomas estudiados es heterogénea. En el
ES la expresion es intensa en todos los tiempos, mientras que en el SS y Ch
grado 2 es practicamente nula. En el Ch grado 3 y en el GIST es mas positiva en
el tumor establecido (tumor control), mientras que en el OS presenta una
expresion mas acentuada en la dos primeras semanas postrasplante. Por
consiguiente, podemos decir que los tumores con mayor indice proliferativo y una
mayor agresividad, presentan una expresiéon de VE-cadherina mas elevada en
respuesta posiblemente a la actividad angiogénica y neovascular que se
desarrolla. De hecho, el sarcoma que presenta una intensidad mayor corresponde

al ES, que presenta el indice proliferativo mas elevado de todos.

Por otro lado, podemos decir que los genes mas expresados en la fase de
remodelacion angiogénica tardia como se muestra en las figuras de biologia
molecular de los sarcomas son: THBS1, THBS2, MDK, la familia TGF junto a
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elementos de la matriz condral involucrados en la consolidacion de estructuras
vasculares como observamos en los conglomerados de los resultados.

THBS es un potente inhibidor de la angiogénesis, suele elevarse en la fase de
remodelaciéon angiogénica, a partir de las 96h y sélo en el Ch grado 2 muestra
una expresion mas prematura a las 48h. Mientras, TGF y sus receptores son
factores mas relacionados con fenémenos de maduracién y estabilizacion

vascular ’.

En resumen, podemos decir que los sarcomas estudiados se pueden agrupar en
dos grandes grupos: un grupo de sarcomas mas agresivo (ES, Ch grado 3 y OS)
y otro grupo de sarcomas de perfil de menor agresividad (Ch grado 2, SS y GIST)
con un indice divisional mas bajo que el primer grupo. Este marcado indice
proliferativo  se  correlaciona con unos cambios morfolégicos e
inmunohistoquimicos y con un perfil de expresion de factores angiogénicos y
quimiocinas en los diferentes tiempos. En general, el grupo de tumores de alto
grado presentan un pico de expresién de quimiocinas y factores pro-angiogénicos
mas prematuro que el otro grupo de sarcomas tanto con técnicas IHQ como de
biologia molecular. Este hallazgo hay que correlacionarlo con los cambios
morfol6gicos que sufre el implante tumoral en las primeras fases del desarrollo ya
que, el grupo mas agresivo presenta amplias areas de necrosis que aparecen
también de manera mas precoz como hemos descrito en el estudio morfologico.
Es posible que estos factores angiogénicos puedan ser utiles para determinar un
mejor o peor pronéstico en funcién del perfil de expresiéon tanto IHQ como por
técnicas de biologia molecular. Dicho de otra forma, puede que estos marcadores
sean una herramienta Util como marcadores prondsticos de tumores éseos y de
partes blandas segun el perfil de expresion o sobreexpresion génica y/o proteica

12, 45,398, 399 -5mo se ha observado en otros tumores tales como mama, rifion %%

400 y melanoma4°1’ 402.
Por otro lado, la expresion de factores anti-angiogénicos como THBS vy
estabilizadores vasculares presenta una sobreexpresion en general mas tardia

que el resto de factores.

Ademas, curiosamente el SS que es un tumor muy agresivo en humanos, hemos

observado que en nuestras experiencias realizadas en ratones nude muestra
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unos cambios morfolégicos y unos perfiles de expresion IHQ y moleculares
caracteristicos como hemos observado del grupo de sarcomas con un indice
divisional mas bajo. De hecho, el tumor no muestra un indice divisional muy
elevado y la necrosis masiva que suele aparecer en las primeras horas del
xenotrasplante en los tumores de alto grado como se muestra sobre todo en el ES
y el OS, no la observamos hasta las primeras semanas del xenotrasplante.
Posiblemente el microambiente tumoral murino juegue un papel relevante en el
comportamiento biologico del SS estudiado en nuestras experiencias. Al principio
de la discusion ya hemos comentado la importancia de las interacciones entre las
células tumorales, y las células del estroma y el sistema inmune del huésped en
los xenotrasplantes 2" 2*2. Asi pues, esta podria ser la razon por la cual el SS
tenga un comportamiento menos agresivo en el xenotrasplante en los ratones
nude. Posiblemente el sistema inmunolégico y el estroma murino jueguen un
papel esencial en este comportamiento bioldgico peculiar.

Por otro lado, podemos afirmar que las correlaciones entre las diferentes técnicas
IHQ en nuestro trabajo no han sido del todo satisfactorias, tanto entre las técnicas
IHQ, como de estas con respecto a las técnicas de biologia con RT-PCR, donde
los perfiles de expresibn no se han superpuesto en la mayoria de casos.
Posiblemente el hecho que sean técnicas diferentes con una sensibilidad y
especificidad propias dificulten estas correlaciones y sean la explicacibn mas

razonable a lo sucedido en nuestras experiencias "% 4%,

Encontramos en la literatura estudios relacionados con sarcomas, angiogénesis y
metastasis incluyendo el papel en este proceso del infiltrado inflamatorio y las
quimiocinas o citocinas, tratando de hallar nuevas dianas terapéuticas, de manera
especial en el ES ' 367404406, g 378,388, 407409 ' harg también en Chs #9412 SS
13y GIST *™. En estos dos Ultimos tipos de tumores hemos encontrado tan solo
un estudio relacionado con la expresién de quimiocinas en el SS *'° y ninguno con
GIST.

Por otra parte, varios bloqueantes de VEGF han sido aprobados para uso clinico
en cancer y enfermedades oculares 37 415 417 Ademas, la FDA ha aceptado el
uso del anticuerpo anti-VEGF bevacizumab (Avastin®) entre otros para el cancer
colo-rectal metastasico, adenocarcinoma pulmonar metastasico, cancer de mama

metastasico, glioblastoma multiforme recurrente y carcinoma renal metastasico. El
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tratamiento con inhibidores de VEGF generalmente prolongan la supervivencia de
pacientes con cancer en el orden de meses ’. Estos mecanismos de bloqueo
suelen claudicar con el tiempo debido a varios mecanismos, por mutaciones en

las células neoplasicas, células endoteliales, estromales 3% 418

y porque la ruta de
angiogénesis tumoral no depende tan sélo de la produccidon de VEGF sino
también de otras moléculas pro-angiogénicas ’. La complejidad del proceso
angiogénico complica y dificulta en la practica clinica la eficacia de los diferentes
tratamientos diana. A diferencia de otros tumores, plantear ensayos clinicos con
nuevos farmacos en series de sarcomas es muy complicado, ya que es una
enfermedad rara como para tener un nivel de evidencia de primer orden. Por otra
parte, la carencia de contar con biomarcadores especificos de este proceso hace
que no contemos con indicadores predictivos adecuados con evidencia suficiente
como para recomendar un tratamiento con antiangiogénicos en el contexto de los
sarcomas de hueso y partes blandas.

A continuacibn mostramos una tabla con los Ultimos ensayos con

antiangiogénicos en los que estan involucrados algunos o todos los sarcomas.
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Tabla 5.1. Algunos ensayos clinicos con antiangiogénicos en funcionamiento con

tumores de hueso y partes blandas. Tabla extraida de clinicaltrials.gov.

Estado Titulo Tumores
1. Completado Vinblastine, Celecoxib, and | Sarcomas
Combination Chemotherapy
in Treating Patients With
Newly-Diagnosed
Metastatic Ewing's Sarcoma
Family of Tumors
2.Reclutamiento Anti-Angiogenic  Therapy | Sarcoma de
Post Transplant (ASCR) for | Ewing,
Relapsed and Refractory | rabdomiosarcoma

Pediatric Solid Tumors

y osteosarcoma

3.Desconocido

Sorafenib, Epirubicin,
Ifosfamide, and Radiation
Therapy  Followed By
Surgery in Treating Patients
With High-Risk Stage II or
Stage III Soft Tissue
Sarcoma

Sarcomas

4 Reclutamiento

Pazopanib Hydrochloride
Followed By Chemotherapy
and Surgery in Treating
Patients With Soft Tissue
Sarcoma

Sarcomas

5.Completado

Chemotherapy, SU5416,
Radiation Therapy, and
Surgery in Treating Patients
With Soft Tissue Sarcoma

Sarcomas

6.Desconocido

Etoposide,
Cyclophosphamide,
Thalidomide, Celecoxib,
and Fenofibrate in Treating
Young Patients With
Relapsed or Progressive
Cancer

Sarcomas

7.Completado

Combination Therapy of
Interleukin-12 and
Interleukin-2 to Treat
Advanced Cancer

Sarcomas




En futuros estudios se podrian realizar experiencias enfocadas a inhibir algunos
de estos factores de crecimiento vascular estudiados o algunas de sus rutas
génicas o0 metabdlicas y observar el comportamiento morfolégico,
inmunohistoquimico y molecular de estos tumores que puedan reportar nuevas
dianas terapéuticas en la practica clinica diaria /, como ya lo son para algunos
tumores que presentan ciertas mutaciones y perfiles inmunohistoquimicos. Por
otro lado, debemos continuar las investigaciones dirigidas a esclarecer el
verdadero papel que juegan las quimiocinas en la biologia e historia natural de los
sarcomas. Ulteriores estudios dirigidos a inhibir la accion de estas quimiocinas
bloqueando los receptores podrian esclarecer el efecto directo e indirecto que
producen en la biologia de los tumores de hueso y partes blandas.

La existencia de multiples rutas de sefalizacion, sefiales angiogénicas y
angiostaticas simultaneas *'°, la aparicién de resistencias a los farmacos %, vias
alternativas de escape por parte de las células neoplasicas “* y rol del estroma
animal peritumoral en los experimentos in vivo *°°, dificultan claramente el estudio
y las dianas terapéuticas y nos hacen conscientes de la inmensidad y del
complejo entramado de los procesos biologicos celulares y de manera particular

en la angiogénesis tumoral.
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6. CONCLUSIONES






6-

En el modelo de induccion de angiogénesis que se ha propuesto, los ES,
OS y ChG3 tienen un comportamiento mas agresivo, sufren una intensa
necrosis central en las primeras horas tras el injerto y comparten una
remodelacién estuctural e inmunofenotipica similar, pero distinta de los SS,
GIST y ChG2, de comportamiento menos agresivo.

En el primer grupo, el pico de expresion de factores proangiogénicos se
produce mas temprano (en las primeras 48h), mientras que en el grupo de
sarcomas menos agresivos este mismo efecto se observa a partir de las
48h.

Las células tumorales xenoinjertadas estimulan la neoformaciéon vascular
reclutando células angioblasticas e inflamatorias del estroma murino
secretando quimiocinas en el estroma peritumoral. En el ES, la expresion
de quimiocinas es mas intensa en las células que contactan con el
estroma peritumoral murino y en las areas perinecréticas.

Los tumores con rapido crecimiento (ES, OS y Ch G3) muestran
correlacion inversa entre el indice proliferativo e intensidad de necrosis asi
como entre los niveles de expresion de Ki67 y de HIF-1A.

La concordancia entre la expresion de las quimocinas CXCL1/2/3, CXCL9
y CXCL10 y sus receptores CXCR2 y CXCR3 con IF indirecta y IHQ
convencional es del 30%.

Todos los tumores expresan las quimiocinas CXCL1/2/3, CXCL9 y CXCL10
y sus receptores CXCR2 y CXCR3 generando una estimulacion autocrina.
En el OS se encuentra ademas ligando en la matriz extracelular que
justificaria una estimulacion paracrina.

A nivel inmunohistoquimico y molecular se evidencia que el proceso de
angiogénesis en el xenoinjerto consta de dos fases claramente
diferenciadas: una fase de induccién, y otra ulterior de remodelacion.
Ambas se caracterizan por picos de expresion de quimiocinas CXCL1/2/3,
CXCL9 y CXCL10 y VEGF. Siendo los factores VEGF y HIF1A los que
desempefian un papel fundamental en el desarrollo de ambas fases.

HIF1A se expresa en las primeras fases del xenoinjerto (24h-96h),
coincidiendo con la fase de mayor hipoxia, mayor proporcion de células en
picnosis y los primeros signos de induccién angiogénica.
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9- A lo largo de toda la experiencia no se detecta expresiéon de VEGF de
origen humano en suero murino, sino que el VEGF humano se produce
solo a nivel local producido por el propio tumor.

10-Se observa mayores niveles de VEGF murino en suero durante la fase de
remodelacion de la angiogénesis que coincide con un incremento de
células angioblasticas (VE-cadherina positivas) en el tumor y estroma
peritumoral. Sugiriendo que esta mayor concentraciéon sérica de VEGF
mobiliza estas células angioblasticas de la médula 6sea del raton.

11- En el presente estudio, el SS, tumor de alto grado en humanos se
comporta morfologica y biolébgicamente como tumor de menor grado con
un perfil de expresiéon inmunohistoquimico y génico mas semejante al
ChG2y GIST.
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7.ABREVIATURAS






ABC: complejo avidina-biotina

ADN: &cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

Akt: proteina quinasa B

AMOT: angiomotina

ANG: angiogenina

ANGPT: angiopoyetina

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosina trifosfato

BCL: b-cell lymphoma

CEA: antigeno carcinoembrionario

CGH: hibridacién genémica comparativa

Ch: condrosarcoma

cm: centimetros

Ct: ciclo umbral

Da: dalton

DAB: diaminobenzidina tetrahidroclorhidrica
EC: célula endotelial

EEUU: Estados Unidos

EFN: efrina

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ELISA: Enzyme-Linked Método Inmunoenzimatico
EMA: antigeno epitelial de membrana

EPC: célula endotelial progenitora

Eph: efrinas

ES: sarcoma de Ewing

ETS: E26 transformation-specific

FDA: food and drug administration

FGF: factor de crecimiento fibroblastico

FGFR: receptor de factor de crecimiento fibroblastico
FISH: hibridacion in situ fluorescente

FRET: transferencia electrénica de la resonancia
GAG: glicosaminglicanos

GIST: tumor del estromal gastrointestinal
GPCR: receptor transmembrana acoplado a proteina G
GRO: oncogen relacionado con el crecimiento
h: hora

HE: hematoxilina-eosina

HIF: factor inducible por hipoxia

HIV: virus de la inmunodeficiencia humano
HMGB: grupo de elevada movilidad box

IF: inmunofluorescencia

IFN: interferén

IGF: factor de crecimiento de insulina

IGFR: receptor factor de crecimiento de insulina
IHH: Indian hedgehog

IHQ: inmunohistoquimica

IL: interleuquina

IP10: Interferon gamma-induced protein 10
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I-TAC: Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant
ITG: integrina

ITGAV: integrina alfa-V

kDa: quilodalton

KSHV: virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi
I: litro

M: mol

MAGE-CT: antigen cancer-testis

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1

mM: milimol

Ml: microlitro

Mm: micra

miRNA: micro ARN

MDK: midkine

ME: microscopia electrénica

min: minuto

MIP: proteina inflamatoria macrofagica

ml: mililitro

mm: milimetros

MMP: metaloproteinasa

MT1MMP: metaloproteinasa transmembrana

NK: natural killer

ng: hanogramo

nm: nanémetro

NRP: neuropilina

NV: no valorable

OMS: organizacion mundial de la salud

OS: osteosarcoma

PAS: acido perioédico de Schiff

Pb: pares de bases

PBS: solucion salina tamponada

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PDGF: factor de crecimiento derivado plaquetario
PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado plaquetario
PF: factor plaquetario

pg: picogramo

PGP9.5: proteina producto del gen 9.5

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PLGF: factor de crecimiento placentario

PNET: tumor neuroectodérmico primitivo

PTEN: Phosphatase and tensin homolog
qRT-PCR: RT-PCR cuantitativa

RA: recuperacion antigénica

rpm: revoluciones por minuto

RT: transcriptasa reversa

RT-PCR: reaccidon en cadena de la polimerasa- transcriptasa reversa
SDF: stromal cell-derived factor

seg: segundo

sem: semana

SS: sarcoma sinovial
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TBE: tris, borato y EDTA

TGF: factor de crecimiento transformador

TGFR: receptor factor de crecimiento transformador
Th1: T helper 1

THBS: trombospondina

TLE1: transducin-like enhancer protein 1

TNF: factor de necrosis tumoral

UV: ultravioleta

VE-cad: cadherina del endotelio vascular

VEGEF: factor de crecimiento del endotelio vascular
VEGFR: receptor factor de crecimiento del endotelio vascular
wk: semana

WT-1: Wilms tumor-1
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