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Los Tumores de la Familia del Sarcoma de Ewing (TFSE) son 

neoplasias malignas de hueso y de partes blandas, poco frecuentes 

(entre el 6-8% de los tumores malignos primarios de hueso) y que 

afectan principalmente a pacientes en edad de crecimiento, 

adolescentes y adultos jóvenes (1, 2). El término engloba a tres 

tumores que durante años han sido considerados por separado por 

su morfología característica, pero que forman un espectro 

morfológico, de biología e histogénesis comunes (3). Dichos tumores 

son los Sarcomas de Ewing clásicos, los atípicos y los tumores 

neuroectodérmicos primitivos periféricos (PNET). 

 

1.1.- Morfología 

1.1.1.- Microscopía óptica 

Desde el punto de vista macroscópico son tumores de 

coloración pardo-grisácea, de bordes infiltrativos y destructivos que 

muestran áreas de necrosis y hemorragia (1). En la actualidad su 

examen macroscópico queda limitado a los tumores postratamiento 

neoadyuvante, presentando un espectro morfológico variable en 

función de la respuesta al mismo. De este modo es posible observar 

necrosis, hemorragia, tumor viable e incluso áreas de licuefacción.  

Desde el punto de vista histológico son neoplasias 

constituidos por células pequeñas de núcleos densos que en la HE 

presentan una coloración azulada, mostrando una disposición 

estructural homogénea y difusa, con variable número de mitosis y de 

necrosis. Las células presentan escaso citoplasma, pudiendo ser 

éste eosinófilo o claro, debido a la presencia de glucógeno PAS+. El 

núcleo es redondeado de cromatina grumosa y nucléolos poco 

evidentes. Se ha descrito una subpoblación celular acompañante de 
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menor tamaño con características similares pero de aspecto más 

oscuro (4) que puede contribuir a reconocer dicha neoplasia. Estas 

características son típicas del sarcoma de Ewing clásico, si bien se 

han descrito diversas variaciones en la morfología y en la actualidad 

se consideran tres subtipos histológicos: 

a.- Sarcoma de Ewing convencional o clásico: Las células 

muestran patrón de crecimiento difuso, focalmente perivascular; así 

como pleomorfismo leve y escasas mitosis  (3). 

b.- PNET: Las células se disponen formando pseudorosetas 

de tipo Homer-Wright, con luz central y proyecciones citoplasmáticas 

en las mismas (5). 

c.- Ewing atípico: engloba todas aquellas variantes 

morfológicas no encuadrables dentro del Ewing clásico o del PNET 

(6). Se trata por tanto del SE de células grandes, variante de mayor 

atipia celular y mayor tamaño de las células, con similar 

inmunofenotipo. SE con áreas vasculares, hemangiopericíticas, o 

hemangioendotelial: las células tumorales focalmente delimitan 

espacios, en cuyo interior se observan eritrocitos y un material 

eosinófilo acelular correspondiente a plasma, sin presencia de 

membrana basal (7). SE desmoplásico referido al patrón invasivo 

del SE en que existe abundante depósito intersticial hialino 

secundario. No está considerado una variante histológica pero sí un 

patrón histológico a tener en cuenta para un diagnóstico apropiado 

(3). SE adamantinoma-like está caracterizado por la disposición 

focal de las células en empalizada con una membrana alrededor. El 

subtipo SE “like-sarcoma sinovial” es aquel tumor en que existe 

presencia de >50% de morfología fusiforme de las células (4) 
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Hay que tener en cuenta que tanto la variante clásica, como la 

atípica pueden mostrar un citoplasma predominantemente claro, con 

abundante glucógeno dando una figura de SE de células claras o un 

predominio (>50%) de células elongadas, SE con células 

fusiformes.   

La característica genética del SE es la translocación recíproca 

t (11; 22) (q24; q12), resultando en la fusión de los genes EWSR1 y 

FLI1, identificados en el 90% de los casos (8). La segunda anomalía 

molecular más común es la t (21; 22) (q22; q12), que fusiona los 

genes EWSR1 y ERG presente en el 5% de los casos (9). Solo un 

pequeño porcentaje de SE muestra fusiones de EWSR1 con otros 

miembros de la familia de factores de transcripción (ETS), como 

ETV1 (7p22) (10), E1A-F (17q21) (11) y FEV (2q35 - 36) (12). 

Además de estas anomalías genéticas bien definidas y 

relativamente comunes, se han informado fusiones menos 

frecuentes, ya sea con EWSR1 fusionado a genes que no son ETS 

(13-16) o FUS sustituyendo a EWSR1 en sus fusiones con factores 

de transcripción ETS (17-21). 

Además, se ha descrito una pequeña serie de tumores con 

células redondas pequeñas de núcleos azules que morfológicamente 

sugieren SE pero que genéticamente no lo son, son los llamados en 

un pasado reciente, sarcomas Ewing-like. En ellos las células son 

discretamente de mayor tamaño, ovales y más claras y en ocasiones 

el lugar de aparición es más frecuente en partes blandas aunque 

también se localizan en hueso. Son los sarcomas genéticamente 

llamados: CIC/DUX4 (22), CIC/FOXO1 (23) y BCOR/CCNB3 (24).  
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Ewing Clásico 

 
PNET 

 
Ewing atípico 

 
Figura 1.- Patrones morfológicos de los TFSE. Tinción de hematoxilina-

eosina de Ewing clásico y PNET a 100 aumentos y Ewing atípico a 200 

aumentos, mostrando células redondas pequeñas azules, presencia de 

pseudorosetas y una morfología más inusual con células de mayor tamaño, 

respectivamente. 



7 

 

 

1.1.2.- Ultraestructura 

La microscopía electrónica pone de manifiesto las 

características morfológicas del tumor, con desmosomas incompletos 

entre las células, que se pierden debido a invaginaciones de la 

superficie celular. Así mismo, se detecta la ocasional presencia de 

filamentos intermedios; que justificarían la expresión 

inmunohistoquímica de marcadores epiteliales y de moléculas de 

adhesión celular (4). La presencia de desmosomas maduros, es rara.  

El citoplasma celular es poco activo en la variante clásica, 

conteniendo grandes depósitos de glucógeno; mientras que en la 

variante atípica la cantidad de organelas es mayor y el contenido en 

glucógeno menor. Muestran núcleos redondeados centrales, con 1 ó 

2 nucleolos poco aparentes (25). 

En el subtipo PNET se encuentran rasgos evidentes de 

diferenciación neuroectodérmica como gránulos neurosecretores, 

proyecciones celulares de tipo neural con neurotúbulos, 

terminaciones sinápticas ocasionales, material de lámina basal y 

diferenciación schwaniana (26). 
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Figura 2.- Ultraestructura del Sarcoma de Ewing.  Ausencia de 

diferenciación en las células, con un citoplasma con pocas organelas, junto 

a aisladas células en apoptosis a la izquierda. A la derecha aislados 

gránulos neurosecretores y depósitos de glucógeno.  

 

1.2.- Inmunofenotipo 

El diagnóstico de los TFSE es en ocasiones complicado por 

su baja frecuencia, su morfología indiferenciada, su localización y el 

amplio abanico de diagnósticos diferenciales con tumores que 

pueden presentar células pequeñas redondas, azules. Es necesario 

por tanto, para su diagnóstico, no sólo una morfología característica 

sino un panel amplio de marcadores inmunohistoquímicos y estudio 

molecular. En la actualidad no existe un anticuerpo específico de 

TFSE aunque se han postulado como los más característicos: CD99, 

CAV-1, FLI1, HNK1 y ERG (el subtipo c-terminal) (27)  

 

1.2.1.- Marcadores diagnósticos 

El anticuerpo más utilizado para el diagnóstico del SE es el 

anti-CD99 (HBA-71), con la tinción característica de membrana 
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(aunque puede teñir el citoplasma) que es positivo en el 95% de los 

casos. Fue descrito por Fellinger y colaboradores (28) y no es 

específico de los TFSE; siendo también positivo (aunque de forma 

más débil y principalmente de citoplasma) en los principales 

diagnósticos diferenciales (29), como es el caso de leucemia 

linfoblástica aguda (30), rabdomiosarcomas, sarcoma sinovial (31), 

tumores rabdoides y osteosarcomas de células pequeñas (32); así 

como en los sarcomas Ewing-like (33). Se ha visto involucrado en la 

capacidad de invasión de los tumores, en la disminución de la 

supervivencia y en la falta de diferenciación de las células del tumor 

(34). Se ha postulado como diana terapéutica, dado que su bloqueo 

provoca la muerte de las células in vivo mediante la 

desestructuración de MDM2 y la reactivación de p53 (35). 

El antígeno FLI1 tuvo un inicio prometedor, pero resultó 

menos específico y sensible que el CD99; de tal forma que los TFSE 

lo expresan en el núcleo pero no de forma constante, ni en 

exclusividad (29, 36). Otras neoplasias como son el sarcoma sinovial 

(31), los linfomas (30) el tumor rabdoide y los tumores vasculares 

también lo expresan (37). 

HNK-1(CD57) es un marcador de diferenciación neural con 

expresión variable en los TFSE (3, 29). La inmunotinción con este 

marcador es generalmente citoplásmica y en ocasiones con 

acentuación paranuclear (tinción tipo Golgi). Al igual que ocurre con 

FLI1, este marcador carece de especificidad y además su 

sensibilidad es bastante variable (30, 31, 37).  

La caveolina 1 (CAV1) es una proteína de membrana que 

participa en múltiples funciones celulares, entre ellas la 

carcinogénesis (38, 39). En los TFSE esta proteína se ha descrito 
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estrechamente relacionada con el gen de fusión EWSR1/FLI1 (40). El 

gen que la codifica CAV1 ha sido descrito anteriormente como uno 

de estos genes diana en el SE, implicado en la promoción de la 

proliferación celular (41), la angiogénesis (42), la aparición de 

metástasis (43) y de resistencia a la quimioterapia (44). La expresión 

de la proteína es citoplásmica y está sobreexpresada en una alta 

proporción de casos y por tanto se considera un marcador de utilidad 

en el diagnóstico de estas neoplasias (3)   

Cuando se combinan los 4 anticuerpos descritos 

anteriormente (CD99, FLI1, HNK1 y CAV1) prácticamente se cubre el 

espectro diagnóstico de más del 99% de los TFSE genéticamente 

confirmados (3)   . La combinación de los mismos, por tanto, junto a 

un panel básico de diagnóstico diferencial, que debe incluir 

necesariamente CD45, CKAE1-3 y marcadores musculares, es 

crucial en la rutina diagnóstica; independientemente de la variedad 

histológica (convencional, PNET, atípico) o del estadio clínico (6) . 

Pueden presentar positividad a otros marcadores que aun sin ser 

específicos, resulta de ayuda conocerlos ante un diagnóstico de 

sospecha. Se enumeran a continuación:  

Neuroectodérmicos 

La translocación que caracteriza a los TFSE, es la que 

determina una diferenciación neural, que se ve truncada por la 

expresión de CD99 (45). Dicha diferenciación, aunque truncada, se 

conserva de forma residual y variable en las células. De tal forma que 

podemos observar expresión de enolasa neuronal específica (NSE) 

(28), neurofilamentos (NF) (26), HNK1 (29), así como de las 

proteínas S100 y PGP 9.5 en los TFSE (46). La expresión de NSE no 

es exclusiva de los PNET (47), aunque sí es mayor cuando existe 
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evidencia morfológica de diferenciación neuroectodérmica (como en 

las pseudorosetas de Homer-Wright), su expresión está presente en 

todas las variedades morfológicas de los TFSE, pudiendo perderse 

en las variantes más indiferenciadas (28, 46).  

La positividad para Leu7 (HNK1), como ya se ha comentado, 

es característica de los TFSE aunque no exclusiva. Se observa en 

las áreas de diferenciación neuroectodérmica, con positividad focal 

(3).  

La PGP 9.5 es positiva en el citoplasma de la mayoría de 

TFSE (46). Los NF son positivos fundamentalmente en los PNET 

(26), siendo la positividad para S100 y GFAP, aislada y 

fundamentalmente presente en las áreas de diferenciación 

neuroectodérmica (29). No se ha estudiado, en cambio, si dichos 

marcadores se modifican en la evolución de la neoplasia o son 

diferentes entre los distintos subgrupos histológicos, pudiendo 

provocar un diagnóstico erróneo. 
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Figura 3.- Marcadores inmunohistoquímicos diagnósticos en los TFSE. 

Intensa y difusa expresión citoplásmica de caveolina y HNK1, nuclear de 

FLI1  e intensa y característicamente de membrana de CD99. 
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Figura 4.- Marcadores inmunohistoquímicos adicionales en el 

diagnóstico de los TFSE. GFAP es la proteína gliofibrilar ácida negativa en 

los TFSE. Ki67 es un índice proliferativo que marca los núcleos de las 

células que están activas en el ciclo celular; siendo de aproximadamente del 

15%, en este caso. CD45 es el antígeno leucocitario común que tiñe el 

componente inflamatorio asociado al tumor, pero no las células tumorales. 

CK es una citoqueratina de amplio espectro (CkAE1-3) negativa en la 

mayoría de estos tumores.  
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1.2.2.- Marcadores neuroendocrinos 

Existe expresión de marcadores neuroendocrinos 

(cromogranina-A, sinaptofisina y CD56) en los TFSE, aunque es 

focal e inespecífica (48). Dichos marcadores muestran positividad 

citoplásmica, siendo la sinaptofisina la más estable (3). 

 

1.2.3.- Marcadores epiteliales 

Entre el 20% y el 40% de los TFSE, según las series, pueden 

expresar marcadores epiteliales (49-52), fundamentalmente los que 

presentan una morfología atípica (53). La citoqueratina de amplio 

espectro (CKAE1-3) es la más comúnmente utilizada en la 

bibliografía, así como CAM 5.2 (51), E-cadherina (52), CEA 

policlonal, EMA, CK8 / 18 y CK34β12 (53). El estudio comparativo de 

éstos marcadores en tumores originales y sus metástasis, así como 

su evolución en el tiempo, no ha sido estudiado todavía.   

 

 1.2.4.- Marcadores biológicos 

Existen numerosas vías de señalización alteradas en el 

sarcoma de Ewing, que se pueden agrupar en dos mecanismos 

principales que controlan la proliferación y muerte celular controlada 

o apoptosis. Por un lado la pérdida de factores que inhiben la 

proliferación por distintas vías (por ejemplo CDKN2A (p16) y TP53) y 

por otro, la sobreexpresión de receptores de membrana, con función 

tirosinquinasa, que dan lugar a su activación constitutiva resultando 

en la proliferación descontrolada de estos sarcomas. Los principales 
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son cKIT e IGF1R (54). Conocer estas vías de señalización resulta 

clave para avanzar en el tratamiento de estas neoplasias.  

 

 a.-Factores reguladores de la apoptosis 

Las principales moléculas implicadas en el mecanismo de 

anti-apoptosis en los TFSE son CD117, factor de células madres 

(SCF), CD95 (FAS), CD95L (FASL), BCL2, caspasa 8 y el receptor 

del factor de crecimiento insulínico 1 (IGF1R). 

BCL2 

Es un protooncogen que da nombre a una familia de proteínas 

implicadas en el proceso de muerte celular controlada o apoptosis 

(55)  y su expresión está alterada en la mayoría de tumores. En 

condiciones normales BCL2 se une e inhibe a proteínas 

proapoptóticas que facilitan la apertura de poros mitocondriales y 

regulan la activación de caspasas, como BAX, BAK, BID, BAD, BIM, 

BIK, BLK y PUMA. El equilibrio de estas interacciones modula la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial facilitando o inhibiendo 

la apoptosis. En condiciones de estrés celular o daño al ADN, la 

sobreexpresión de BAX por TP53 desplaza el equilibrio hacia la 

apoptosis (56). En diversos tumores, como el sarcoma de Ewing, la 

sobreexpresión de BCL2 reduce la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial, inhibe la apoptosis y las células sobreviven y crecen 

descontroladamente (57). Las formas en que se puede alterar la 

expresión de BCL2 son variables, una de ellas es mediante la 

expresión aberrante de diversos miRNA, producto de la presencia de 

alteraciones cromosómicas, o mediante el efecto de la propia 

quimioterapia y radioterapia (57). 
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Figura 5.- Efecto antiapoptótico de BCL2. Se observa cómo la 

sobreexpresión de BCL2 (en amarillo) secuestra a BAX (en azul) que es 

incapaz de formar el poro en las mitocondrias y mediar la apoptosis. Este 

mecanismo está favorecido por la escasa expresión de BAX debido a 

defectos y deficiencias de p53, frecuente en muchos de estos tumores (58).  
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Caspasa 8 

La caspasa 8 es un miembro de la familia de las caspasas, 

unas proteínas, que participan en la vía extrínseca de la apoptosis 

dentro del dominio de señalización inductor de muerte (DISC, death-

induced signalling domain) (59) . La vía extrínseca de la apoptosis 

implica receptores de la superficie celular, como son el factor de 

necrosis tumoral (TNF), el ligando inductor de la apoptosis vía TNF 

(TRAIL) y el CD95 (Fas) (60). La unión de los receptores de muerte 

celular DR4 o DR5 con TRAIL, resulta en el reclutamiento del 

complejo de señalización inducido por la muerte (DISC), que incluye 

la proteína adaptadora FADD y proteínas iniciadoras caspasa-8 o -10 

(59, 61) .  

Debido a la selectividad potencial de TRAIL para las células 

cancerosas, ha habido un interés significativo en buscar tratamientos 

que bloqueen a los receptores (62, 63) ERBB y efectores de TRAIL 

(64, 65). Existe un tratamiento, Conatumumab que in vitro, induce 

activación rápida de DR5 y la apoptosis en el SE (66). Dicha 

sensibilidad se correlaciona con la expresión de la caspasa-8 en el 

tumor.  
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Figura 6.- Vía extrínseca de la apoptosis, con el papel central de caspasa 

8 en la iniciación de los cambios tanto nucleares, como extranucleares.  

 

b.- Factores de migración celular 

Ezrina es una proteína de unión entre la membrana y el 

citoesqueleto que ha sido relacionada con las metástasis y un 

pronóstico desfavorable en sarcomas de alto grado, como 

osteosarcomas, los sarcomas de Ewing metastásicos y los sarcomas 

indiferenciados de alto grado (67). La expresión de ezrina fue 

descrita inicialmente en neoplasias óseas malignas, como marcador 

de utilidad en el diagnóstico diferencial entre osteosarcomas y 

condrosarcomas que resulta en ocasiones complicado (68, 69). La 

expresión de Ezrina en los TFSE  se perfila como un factor 

independiente de buen pronóstico, de tal forma que los tumores con 

mayor expresión, muestran mejor pronóstico (70). 
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c.- Factores de proliferación celular 

Marcadores relacionados con la vía NOTCH 

La vía NOTCH es una vía de activación celular compleja que 

ha sido descrita tanto en tejidos normales, como en neoplasias. La 

función que tiene NOTCH en cada célula es diferente y específica, de 

forma que en unas puede actuar inhibiendo la diferenciación celular 

(71) y promoviendo la tumorogénesis y en otras como supresor 

tumoral (72). Los receptores NOTCH (NOTCH1-4) son proteínas 

transmembrana implicadas en la interacción célula-célula y son 

activadas por la γ-secretasa, una proteasa específica que procesa la 

porción citoplásmica de Notch permitiendo su traslocación al núcleo 

(73). Dicha activación puede ser detectada 

inmunohistoquímicamente. En los TFSE, se han descrito efectos 

diversos de la vía NOTCH. Se ha descrito que la translocación 

EWSR1-FLI1 silencia esta vía mediate el bloqueo de JAG1, uno de 

los ligados de NOTCH (72, 74). Por tanto, si se bloquea 

EWSR1/FLI1, se reactiva la vía de NOTCH dando lugar a la 

trascripción y expresión de sus efectores HEY y HES. HEY es un 

factor de transcriptión que reprime a la deacetilasa SIRT1, resultando 

en la activación por acetilación de p53 y la supresión tumoral 

mediante la transcripción del inhibidor del ciclo celular p21, entre 

otros. Por otro lado, la inhibición de NOTCH induce diferenciación 

neural (72, 75). No obstante, su papel diagnóstico y/o pronóstico en 

sarcoma de Ewing es desconocido.  

SIRT1 o sirtuina1 es una proteína que ha sido relacionada en 

múltiples funciones del organismo, como el envejecimiento, el estrés, 
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la diferenciación y la progresión en el ciclo celular, entre otras (76). 

Su forma activa está localizada en el núcleo celular, aunque su 

expresión citoplásmica en los sarcomas, ha sido definida como 

característica de diferenciación muscular (77). En los TFSE, se ha 

observado positividad variable, con una mayor expresión en aquellos 

casos metastásicos de inicio y en las metástasis con respecto a sus 

tumores originales (78). 

SIRT1 interviene junto con LSD1 en el control de la expresión 

de determinados genes entre ellos HEY, participando en la 

inactivación de p53. (78). Su inactivación ofrece, por tanto opciones 

terapéuticas en esos tumores (79)  

LSD1 (KDM1A) 

Del inglés Lysin-specific demethylase, fue la primera proteína 

desmetiladora de histonas que se descubrió (80, 81). La metilación 

de las histonas, es un mecanismo de modificación de la estructura de 

la cromatina que regula dinámicamente los procesos celulares 

incluyendo transcripción y estabilidad genómica. Hasta 2004, se 

desconocía la capacidad celular de revertir la metilación de histonas. 

Sin embargo, con el descubrimiento de la primera histona 

desmetilasa, la específica de lisina 1 (LSD1) (80) se desafió esta 

noción y se probó que la metilación de la lisina se regula 

dinámicamente. La forma activa de LSD1 aparte de desmetilar 

histonas, desmetila otras proteínas como p53 y E2F1, concretamente 

la desmetilación de p53 en K370me1/2 (82) y la desmetilación y 

estabilización de E2F1 en K185 (83), regulando de forma activa el 

ciclo celular y la apoptosis,  

Recientemente se han identificado inhibidores de LSD1 que 

podrían actuar como potenciales dianas terapéuticas. HCI-2509 es 
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un potente inhibidor de LSD1 que permite modificar todos los perfiles 

transcripcionales promovidos por EWSR1-FLI y EWSR1-ERG y 

retrasar significativamente la tumorigénesis in vivo (84). LSD1 es por 

tanto crítico en el mantenimiento del ADN, en la migración, invasión y 

diferenciación celulares. 
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Figura 7.- Vía de Señalización NOTCH. En la figura se representa cómo se 

anula la vía NOTCH en los TFSE por la translocación EWSR1-FLI1  A la vez 

que SIRT1 y LSD1 bloquean la trascripción de HEY1, inactivando 

indirectamente la función de p53. 

 

1.2.5.- Vías de Señalización  

AKT y mTOR 

La vía de señalización IGF1-R/PI3K/AKT/mTOR es una de las 

principales en el SE, que regula múltiples funciones celulares 

manteniendo la proliferación celular, previniendo la apoptosis y 

aumentando la angiogénesis (85). Además, la producción de IGF1 

por el estroma ha sido relacionada con la interacción de las células 

tumorales con el ambiente, aumentando su capacidad de invasión y 

metástasis.  

El bloqueo de esta vía de señales ha ampliado el abanico de 

opciones terapéuticas en el SE (86-89). Pueden ser estudiadas por 

inmunohistoquímica (85) lo que ha permitido determinar su valor 
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pronóstico. Su estudio en distintos subtipos de SE, así como la 

evolución de esta vía en el tiempo puede resultar de interés a la hora 

de ajustar el tratamiento. 

 

 

 

Figura 8.- Vía de Señalización de AKT. En la figura se representa cómo 

participa AKT promoviendo la proliferación en el SE. La activación de AKT 

es estimulada por C-KIT, IGF1-R y ERBB4. Sus efectores a los que activa, 

se idican en flechas verdes y a los que bloquea en líneas rojas.  

 

NF-kB 

Es un factor de transcripción que se encuentra en 

prácticamente todas las células regulando múltiples efectos 

pleiotrópicos como la inflamación, diferenciación, crecimiento, 

apoptosis así como la génesis tumoral. Se mantiene en el citoplasma 

debido a su interacción con factores que lo inhiben (I-kappa-B). La 
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fosforilación de estos factores les lleva a su degradación por el 

proteasoma y a la liberación de NF-kB, traslocándose al núcleo en 

donde transcribe a los genes que regula (90).  

En el SE participa en la resistencia de las células tumorales a 

los tratamientos anti-TNF. La activación de las quinasas c-Jun N-

terminal (JNK) por TNFα tiene un efecto proapoptótico que es 

inhibido por la activación concomitante de NF-kB (91). Por tanto, la 

inhibición de la activación de NF-kB (i.e. con inhibidores del 

proteasoma como bortezomib) reduce la supervivencia celular y 

aumenta la sensibilidad de las células a los tratamientos citostáticos 

(92) . El Bortezomib como inhibidor de la NF-kB ha sido utilizado con 

éxito en el Mieloma Múltiple (93, 94).  

NFkB participa de la falta de diferenciación en las células del 

SE, de tal forma que bloqueando CD99, se inhibe la actividad de 

NFkB y las células no se diferencian (95).  

ERBB4 

Es un receptor de membrana de la familia de los receptores 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que interviene en la 

interacción celular y su sobreexpresión activa una de las principales 

vías de señalización en el SE, la vía de PI3K-AKT, favoreciendo la 

invasión y la metástasis (96). Dicho fenómeno ha sido estudiado 

tanto in vivo, como in vitro en líneas celulares de SE (97). La  

sobreexpresión de ERBB4 favorece la invasión y el crecimiento y su 

bloqueo, reduce significativamente la aparición de metástasis in vivo, 

lo que sería de utilidad en la prevención de metástasis y permitiría un 

mejor control de la enfermedad. Su expresión no ha sido evaluada 

hasta la fecha, ni comparada entre distintos subtipos de TFSE, ni 

entre tumores originales, recidivas y metástasis. 
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FOXO1 

FOXO1 pertenece al grupo de factores de transcripción 

Forkhead box O (98). Se ha descrito como un gen supresor tumoral, 

promoviendo la apoptosis y bloqueando la actividad de las quinasas 

dependientes de ciclinas (99) . La fusión EWSR1-FLI1 interfiere en la 

expresión de algunos genes, entre ellos FOXO1 (100) , de manera 

que reduce su expresión y por tanto reduce la apoptosis. Se ha visto 

que el bloqueo de EWS-FLI1 con RNA de interferencia (siRNA) 

aumenta la expresión de FOXO1 y disminuye la proliferación de las 

células (101)La inhibición de la expresión de EWSR1-FLI1 bloquea el 

ciclo celular mediante la sobreexpresión de FOXO1, la reducción en 

la expresión de ciclina D (102)  y la pérdida de fosforilación de RB 

(101) . Existe en el SE otras vías de inactivación de FOXO 1, a nivel 

proteico, por la degradación de la proteína en el núcleo. Esta 

degradación está favorecida por una vía PI3K/AKT activa y por la 

desacetilasas como SIRT1, ambas vías activas en los SE tal y como 

hemos podido comprobar y ha sido publicado. 
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Figura 9.- Efecto de FOXO en las células. En la figura superior, el bloqueo 

de FOXO inhibe la apoptosis y las células proliferan. Si se deja de bloquear 

mediante tratamientos que inhiben PI3K o SIRT1, se favorece la apoptosis.  
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1.2.6.- Reparación del ADN 

PARP1 

Debe su nombre a su actividad enzimática poli (ADP-ribosa) 

polimerasa,  enzima reguladora implicada en la transcripción y 

reparación del ADN (103). Se ha estudiado tanto en neoplasias 

sólidas, fundamentalmente en el cáncer de mama BRCA1 mutado 

(104)  y triple negativos (105), como en el cáncer de próstata (106), 

en el neuroblastoma (107), en gliomas (108), melanomas (109) y en 

el sarcoma de Ewing (109-112).  

El daño al ADN ocurre diariamente de manera natural por el 

metabolismo mitocondrial (formación de especies reactivas de 

oxígeno en la cadena de transporte de electrones), fallos en la 

replicación del ADN, exposición a radiación UV y a agentes químicos 

nocivos, etc (113). Existen diversas vías de reparación del ADN. La 

reparación del ADN a través de mecanismos que implican roturas de 

la doble cadena del ADN, como la recombinación homóloga, está 

muy inhibida en los carcinomas sólidos con mutación en BCRA1 o en 

BCRA2. Estas células compensan el déficit de reparación del ADN 

mediante la sobreactivación de PARP, cuya capacidad de reparación 

del ADN ocurre a través de la rotura simple de una sola cadena (104) 

. Los inhibidores de PARP bloquean este mecanismo y favorecen 

que, de una manera selectiva, la célula cancerosa entre en apoptosis 

al no poder reparar el ADN de ninguna de las maneras  (110) . En el 

SE, el defecto es diferente (111) . No se ha visto un defecto de 

reparación en el ADN, sino una hipersensibilidad a los complejos 

ADN-PARP que impiden a la célula entrar en apoptosis. Mediante 

ensayos de inmunoprecipitación se ha demostrado en cultivos 

celulares la interacción entre las proteínas de fusión EWSR1-FLI1 y 

EWSR1-ERG con PARP1 (110). De esta forma, las células que 
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expresan estas proteínas quiméricas muestran un reducido 

crecimiento cuando son tratadas con Olaparib (potente inhibidor de 

PARP1 y PARP2); algo que no ocurre en las líneas celulares de 

osteosarcoma (SAOS-2) ni de rabdomiosarcoma (A-204). Existe un 

aumento de roturas de ADN en los TFSE debido a la fusión EWSR1-

FLI1, algo que se potencia utilizando los inhibidores de PARP, 

reduciendo así la supervivencia celular y por tanto, el crecimiento 

celular y la capacidad de invasión y metástasis de dichas células. 

Olaparib asociado a la quimioterapia convencional utilizada en el SE, 

como la Temozolomida, reduce significativamente el crecimiento 

tumoral in vitro, frente a cualquiera de los dos de forma aislada. De 

hecho, este tratamiento ha sido ya utilizado en segunda línea en 

casos altamente agresivos demostrándose como potenciador del 

efecto de la quimioterapia aislada (114). 

SA2 

Las cohesinas son un complejo de proteínas encargadas de 

la unión y separación de las cromátides hermanas en la mitosis, a la 

vez que participan organizando la interfase (115). Se han descrito  

Smc1, Smc3, Rad21/Scc1 y los antígenos estromales 1 (SA1) y 2 

(SA2). Concretamente SA2 participa en la separación de los 

centrómeros (116). La subunidad SA2 es de 3-10 veces más 

abundante que la cohesina SA1 en humanos (116, 117). Se ha 

descrito que la inactivación de SA2 provoca aneuploidía en el cáncer 

humano (118). Recientemente se ha estudiado el papel de SA2 en 

cáncer de mama, observándose que la disminución de la 

inmunoexpresión se asocia con enfermedad mamaria maligna y un 

curso particularmente desfavorable (119). En los TFSE se ha 

estudiado el estado mutacional de SA2 y su correlación con la 

expresión inmunohistoquímica de la proteína  (120). El estudio revela 



29 

 

que cuando existe mutación del gen la proteína no se expresa, hecho 

que ocurre fundamentalmente en tumores de estadios avanzados. La 

expresión de la proteína en el tiempo y en distintas situaciones 

clínicas no ha sido estudiada.  

 

1.2.7.- Marcadores de ciclo celular 

Desde un punto de vista genético, como ya hemos visto con 

anterioridad, los TFSE se caracterizan por translocaciones recíprocas 

que involucran factores de transcripción ETS, siendo EWS-FLI1 y 

EWS-ERG los más comunes (8, 121). EWS-FLI1 funciona como un 

factor de transcripción aberrante que regula procesos cruciales como 

el crecimiento celular, la apoptosis y la diferenciación a través de la 

inducción o represión de genes diana específicos (122). Se ha 

demostrado que la expresión forzada de EWS-FLI1 en células madre 

mesenquimales humanas, es suficiente para transformar células e 

inducir un perfil de expresión génica similar al observado en células 

EWS (123). El panorama genómico de EWS, que ha sido explorado 

recientemente por tres grupos diferentes a través de múltiples 

métodos de secuenciación masiva (NGS) (120, 124, 125) ha 

demostrado que la tasa de mutación somática en EWS es baja. 

Aparte de las ganancias ya conocidas del número de copias en los 

cromosomas completos 8, 12 y el brazo q de chr 1 y la pérdida en el 

brazo largo de chr 16 y el locus CDKN2A en chr 9p 14, 15, no se han 

informado mutaciones somáticas recurrentes en EWS, con la 

excepción de TP53 (5%-20%) y el miembro de la familia del complejo 

de cohesina STAG2 (15-21%) (120, 124, 125). Estas alteraciones 

influyen en el pronóstico del paciente y sirven como biomarcadores 
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potenciales para la estratificación del riesgo del paciente (126, 127), 

no obstante su valor terapéutico es limitado. 

p53 

La pérdida del control del ciclo celular es un paso crítico en el 

desarrollo de una neoplasia y consiste en una serie de pasos 

regulados que gobiernan la proliferación celular. Está controlado por 

las ciclinas quinasas (CDK) que fosforilan la proteína del 

retinoblastoma (Rb), un gen supresor tumoral clásico y clave en el 

punto de control G1 / S. Esto permite que la replicación del ADN 

continúe. Los inhibidores de CDK, como son p16INK4A, p21 y p27 

actúan como frenos en la progresión a través del ciclo celular (128).  

La proteína p53 está codificada por el gen TP53 (considerado 

el guardián del genoma) y es la responsable de impedir el 

crecimiento celular e inducir apoptosis. TP53 está alterado entre el 

5% y el 20% de los TFSE según las series; tanto en forma de 

mutación puntual, como de deleción (126, 129) y su pérdida de 

función ha sido definida como una de las responsables de la 

progresión de estas neoplasias (129-131). No obstante, p53 no se 

considera un marcador pronóstico estable, dado que los resultados 

en las series han sido contradictorios (58, 125, 130, 132); no 

demostrándose diferencias significativas en las grandes series, entre 

presencia o no de mutación y evolución clínica adversa (58, 132). 

Igualmente, no se ha observado una correlación directa entre la 

sobreexpresión de la proteína, detectada por inmunohistoquímica y 

su alteración molecular, detectada por secuenciación de ADN (58); 

por lo que la utilidad y aplicación de  dichos resultados para definir 

pronóstico está en entredicho. Se ha observado mayor expresión en 

los PNET que en el resto de subtipos morfológicos de los TFSE (132) 
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, hallazgos no relacionados con un peor comportamiento clínico. 

Hasta la fecha no se ha estudiado el cambio de expresión y/o de 

estatus mutacional en el tiempo; así como tampoco la persistencia o 

cambio de dicho estado en las recidivas o metástasis con respecto al 

tumor original. 

Ki67 

El índice de proliferación Ki67 (o MIB-1) es un marcador que 

define las células que están en forma activa en ciclo y se están 

replicando. El índice proliferativo Ki67 en los sarcomas no ha logrado 

sustituir al contaje de mitosis por 50 campos en la práctica diaria, ni 

en las clasificaciones, ni en las gradaciones internacionales (1). No 

obstante, resulta orientativo y de utilidad en el diagnóstico de los 

tumores (128). En los TFSE se ha descrito una expresión variable e 

irregular según las series (132, 133); a la vez que se ha definido 

como factor pronóstico independiente en los casos de SE 

inicialmente localizado, de supervivencia libre de enfermedad (SLE) y 

de supervivencia global (SG). Así mismo, se ha asociado a factor 

pronóstico los subtipos de fusión entre los genes EWSR1 y los 

distintos factores de transcripción de la familia de ETS. La fusión tipo 

1 que une el exón 7 del gen EWSR1 con el exón 6 del gen FLI es, la 

más frecuente y la de mejor pronóstico, asociándose a un menor 

grado de expresión de Ki67 (134). 

Sigue sin definirse en la actualidad un porcentaje de 

expresión de Ki67 que prediga qué casos van a ir peor y sea de 

utilidad en el diagnóstico diario. 

 

 

 

1 
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p27 

p27 es una proteína codificada por el gen con su mismo 

nombre encargada de bloquear distintas CDKs y detener el ciclo 

celular (135), por lo que ha sido considerada como el producto de un 

gen supresor tumoral. En el sarcoma de Ewing p27 está bloqueada 

por 2 motivos principales, por un lado por la represión transcripcional 

que ejerce el oncogen EWSR1-FLI1 en su expresión (136)  y por 

otro, por su secuestro en el citoplasma por la activación de AKT 

(137). De tal forma que la inhibición de CDKs es reducida y se facilita 

la progresión a lo largo del ciclo celular (138). Por tanto, la baja 

expresión de p27 es de peor pronóstico (138)  y la sobreexpresión de 

buen pronóstico (85). La expresión y función de p27 en la evolución 

clínica del sarcoma de Ewing así como en sus distintos espectros 

morfológicos no ha sido estudiado hasta la fecha.  

YB-1 

La proteína de unión Y-Box 1 (YB-1) está codificada por el 

gen YBX1 y participa en la transcripción del ADN, en el 

procesamiento del ARN y en la traducción del mismo (139, 140). YB-

1 juega un papel importante como oncogen en la invasión celular y 

en la resistencia a la quimioterapia (141, 142); así como activando 

aquellos genes relacionados con la transición epitelio-mesénquima, 

como los factores de transcripción Snail y Twist (141)  y activando la 

vía AKT/ mTOR y por tanto, con la capacidad infiltrativa de estas 

neoplasias (143) ). En los sarcomas se ha demostrado que la 

expresión de YB-1, tanto en cultivos celulares como en 

xenotrasplantes, se relaciona con una mayor capacidad metastásica 

(144). De tal forma que si se bloquea la expresión de YB1 (YB1 

Knock-down) el tumor crece pero no metastatiza.  
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1.2.8.- Genes reguladores de la expresión génica. 

miRNA 

Son pequeños fragmentos no codificantes de ARN, entre 21 y 

25 nucleótidos, que regulan la expresión génica mediante un 

mecanismo de interferencia con el ARN mensajero de los genes a los 

que regula (145). Los miRNA se desregulan en los tumores, de forma 

característica para cada uno de ellos, por lo que pueden colaborar en 

el diagnóstico y ayudar a predecir su comportamiento.  

En los TFSE se conocen 58 miRNA que están desregulados, 

al menos en la serie más amplia hasta la fecha (2006 italiana) y que 

podrían ser clave en la evolución de dichos tumores porque 

interfieren con los principales genes implicados en la biología de 

estos tumores (italianos, 2016). Junto a ello se ha descrito la 

sobreexpresión de receptores de membrana, con función 

tirosinquinasa, que se autoestimulan y mantienen una proliferación 

descontrolada en estos sarcomas (145, 146). Los principales son 

cKIT e IGF1R. 

cKIT 

CD117 o cKIT (en referencia al gen que codifica su 

expresión), es una glicoproteína transmembrana que forma parte del 

receptor celular KIT. En condiciones normales se expresa en 

numerosas células del organismo, como en células pluripotenciales 

de la médula ósea, en mastocitos, en melanocitos de la piel y en 

células del epitelio mamario. La sobreexpresión patológica de CD117 

ocurre en diversos tumores, fundamentalmente en el tumor del 

estroma gastrointestinal (del inglés GIST). El dominio tirosina quinasa 

de KIT cataliza la fosforilización de tirosinas específicas de 

numerosas proteínas que transducen la señal hacia el interior de la 
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célula y regulan importantes procesos celulares, incluyendo 

proliferación celular, apoptosis y diferenciación (referencia). 

Se ha visto que los sarcomas de Ewing expresan tanto cKIT 

como su ligando, el factor estimulador de células madre (SCF) (147, 

148). Y dicha expresión protege de la apoptosis, a la vez que 

interactúa con IGF1R y provoca su fosforilización y 

consecuentemente su activación (149). El mesilato de imatinib es un 

potente inhibidor  de la actividad tirosina quinasa de cKIT  y 

experiencias tanto in vivo como in vitro han mostrado que en 

presencia de imatinib las células tumorales crecían menos y eran 

más sensibles a la quimioterapia (150). No obstante, dicho bloqueo 

no es capaz de frenar otras vías activas en el sarcoma de Ewing, 

como la vía IGF1R/ fosfoinositol3-fosfato quinasa (PI3K)/AKT; que se 

ha definido como más importante en estos tumores (85). 

IGF1R-IGF 

La vía de señalización IGF-IGF1R es una vía de señalización 

extracelular que interviene en la proliferación celular, el crecimiento y 

la supervivencia (151). El receptor se activa por autofosforilación al 

unirse con los ligandos IGF1 y con menor frecuencia, IGF2. Es una 

vía frecuentemente activa en los SE (89) . De hecho, se ha 

demostrado que la traslocación EWSR1-FLI1 necesita de la 

activación de IGF1-R para desarrollar un sarcoma de Ewing in vivo 

(152) . A la vez que la propia traslocación se une al promotor de IGF1 

permitiendo su sobreexpresión y consecuentemente la activación de 

IGF1R y al promotor de IGFBP3, inhibiendo su expresión y por tanto 

liberando a IGF1 (153) , tal y como se observa en la figura 8 (153, 

154).  La activación de IGF1R desencadena a su vez, la activación 

de la vía PI3K/AKT/mTOR y RAS/ERK y consecuentemente la 

proliferación, la infiltración y las metástasis (54).  Bloquear IGF1R, es 
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por tanto una opción terapéutica en los SE, dado que reduce el 

crecimiento celular, tanto in vitro como en xenotrasplantes (152, 155). 

De hecho, terapias diana con anticuerpos humanizados anti IGF1R 

ya han sido utilizadas en ensayos clínicos, como IMC-A12 

(cixutumumab) fase II, (156)  para el tratamiento del sarcoma de 

Ewing recurrente o refractario y Ganitumab fase III (157) para el 

tratamiento del sarcoma de Ewing metastásico. Los resultados en 

fase II han sido prometedores y ofrecen una ayuda terapéutica al 

manejo de estas neoplasias (158), pero la tolerancia de los pacientes 

era mala, dado que provocan intensas hipoglucemias. Así mismo, 

han aparecido resistencias a los fármacos que bloquean IGF1R y 

que consecuentemente deben ser estudiadas con mayor detalle 

(159). De igual modo, deben estudiarse estrategias combinadas y 

sus interferencias con otras dianas terapéuticas utilizadas en 

diversas neoplasias como son inhibidores de BRAF (160) y AKT 

(161) y sus posibles combinaciones con otras dianas para evitar 

dichas resistencias (87, 161, 162). 
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Figura 10.- Efecto de la activación de IGF1R en SE. La proteína de fusión 

EWSR1-FLI1 activa el promotor de IGF1 facilitando su sobreexpresión, a la 

vez que bloquea la expresión de IGFBP3, proteína que secuestra e inhibe a 

IGF1.  

 

BRAF 

BRAF es un oncogén crítico para la proliferación y 

supervivencia de las células del melanoma a través de la activación 

de la vía RAF /MEK / ERK de la vía de las quinasas activadoras de la 

mitosis (MAPK) (163, 164), convirtiendo a BRAF en un objetivo 

atractivo para la terapia anti-melanoma. Estudios recientes revelan 

que más de la mitad de los melanomas presentan una mutación 

activante en el amino ácido V600 del gen BRAF (BRAF V600E) 
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(165). Existen inhibidores  específicos de la mutación y otros por 

debajo de la señalización de BRAF capaces de bloquear dicha 

mutación y sus efectores (inhibidores de MEK) como son RAF-265 

(Novartis), XL281 (Exelixis), PLX4032 (Plexxikon/Roche) y 

GSK2118436 (GSK). Estos inhibidores están siendo utilizados en 

ensayos clínicos en enfermedad avanzada (160).  

La mutación de BRAF y consecuentemente su 

sobreexpresión, no ha sido extensamente estudiada en el SE, siendo 

su expresión baja en la única serie publicada (166). Es interesante 

por tanto estudiar su expresión en nuestros casos, no sólo de forma 

estática, sino dinámica en el tiempo. 

  

1.3.- Características Clínicas 

Un tercio de estos tumores presentan metástasis al 

diagnóstico; siendo por tanto su pronóstico malo, sin haberse 

encontrado mejoría en los últimos 30 años a pesar de haberse 

identificado nuevas dianas terapéuticas y existir abundantes estudios 

al respecto. Tampoco somos capaces de predecir qué tumores 

inicialmente localizados van a ser mejor respondedores al 

tratamiento adyuvante, ni cuáles van a progresar a pesar del 

tratamiento. En la actualidad se estima que hasta un 30% de estos 

pacientes con enfermedad localizada evolucionan mal (167). 

El diagnóstico se realiza a partir de biopsias percutáneas con 

agujas cilíndricas gruesas, guiadas por técnicas de figura. Dicha 

metodología, resulta menos agresiva para el paciente y con ella se 

minimiza el riesgo de diseminación del tumor. No obstante, se reduce 

notablemente la cantidad de tumor primario no tratado disponible 
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para estudios genéticos y de inmunohistoquímica. Este problema se 

ha visto reducido con la introducción de los biobancos, así como de 

plataformas experimentales como los cultivos celulares y la 

experimentación animal.  Ambos igualmente válidos para los estudios 

morfológicos, inmunohistoquímicos y genéticos. Aunque en el estudio 

de la progresión tumoral y la interacción del mismo con el ambiente, 

son preferibles los xenotransplantes, son un método de 

experimentación in vivo. 

A pesar de que SE es una familia de neoplasias bien 

caracterizadas desde el punto de vista morfológico y molecular; sigue 

siendo todavía una incógnita, tanto su origen, como su desigual 

evolución en los diferentes pacientes. Es necesario por tanto, realizar 

un estudio de la heterogeneidad tanto morfológica como fenotípica, 

en el origen y en la evolución en el tiempo, con vistas a determinar 

cambios en la biología, genética y epigenética tumorales y poder 

realizar una medicina personalizada en cada paciente.   

 

1.4.- Biología Molecular 

Los TFSE forman parte del grupo de sarcomas que muestran 

una translocación recíproca, generando proteínas de fusión que 

actúan como factores de transcripción. En el 90% de los casos de 

TFSE (ver tabla 1), la translocación es entre los cromosomas 11 y 

22, con fusión de los genes EWSR1 y FLI1 (8, 121, 168). Dicha 

fusión tiene potencial oncogénico e interviene en numerosos puntos 

del ciclo celular, alterando tanto la apoptosis como la proliferación y 

la transducción de señales (169-171). La supervivencia de las células 

no obstante, se ve influenciada por señales autocrinas y paracrinas 
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en las que intervienen numerosas moléculas y vías de señalización 

que repasaremos a continuación. 

 

 

ALTERACIÓN 

CITOGENÉTICA 

 

GEN DE FUSIÓN 

 

INCIDENCIA 

 

REFERENCIA 

t(11;22) (q24;q12) EWSR1/FLI1 90-95% (172) 

t(21;22) (q22;q12) EWSR1/ERG 5-10% (121) 

t(7;22) (p22;q12) EWSR1/ETV1 <1% (10) 

t(17;22) (q21;q12) EWSR1/ETV4 <1% (173) 

t(2;22) (q33;q12) EWSR1/FEV <1% (12) 

t(16;21) (p11;q22) FUS/ERG <1% (21) 

t(2;16) (q33;p11) FUS/FEV <1% (19) 

t(20;22) (q13;q12) EWSR1/NFATc2 <1% (15) 

t(6;22) (p21;q12) EWSR1/POU5F1 <1% (174) 

t(4;22) (q31;q12) EWSR1/SMARCA5 <1% (14) 

t(1;22) (q36.1;q12) EWSR1/PATZ1 <1% (13) 

t(2;22) (q31;q12) EWSR1/SP3 <1% (16) 

t(15;19) (q14;p13.1) BRD4/NUT <1% (175) 

t(4;19) (q35;q13) CIC/DUX4 <1% (176) 

 

Tabla 1.- Traslocaciones y frecuencias en los TFSE 

 

1.5.- Xenotrasplantes 

 Los modelos de injertos de tumores en animales proporcionan 

una plataforma experimental valiosa, especialmente en aquellos 

casos en que los cultivos no son suficientes (177). Permiten, evaluar 

la morfología tridimensional de una neoplasia poco frecuente, tal y 

como en los TFSE, su relación con el componente estromal (178), la 

angiogénesis (179), el potencial invasivo o la capacidad metastásica. 
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Además de permitir la caracterización de neoplasias mediante 

diversos procedimientos como histopatología, inmunohistoquímica 

(IHC) (180-182), microscopía electrónica (EM), citogenética 

(hibridación convencional y fluorescente in situ (FISH) (183, 184), la 

biología molecular y la expresión génica (185), no sólo de la 

neoplasia original, sino también de los pasajes posteriores del tumor 

debido a la buena preservación de la morfología a lo largo de las 

generaciones (179-181).Los ratones desnudos atímicos (nu/nu) se 

caracterizan por tener una mutación en el gen FOXN1 que da lugar a 

la deficiencia de linfocitos T. No obstante, estos ratones sí tienen 

linfocitos B, células dendríticas y granulocitos y un aumento 

compensatorio de macrófagos y células asesinas (natural killer). 

Debido a su deficiente sistema inmune, estos ratones han sido 

ampliamente utilizados para crecer en ellos tumores derivados de 

pacientes (186). Existe en nuestro grupo una amplia experiencia en 

utilización de ratones atímicos en la investigación de sarcomas (178, 

179, 181, 186-190). 

  

1.6.- Micromatrices de tejidos  

 La tecnología de micromatrices de tejidos (TMA) permite la 

evaluación de histopatología e IHC en una gran cohorte de tumores 

en una sola laminilla, ahorrando costes, tiempo y fundamentalmente 

tejido. Por  tanto, varios laboratorios utilizan TMA para investigar 

muestras de archivo en grandes series de tumores. Sólo se ha 

reportado un estudio de TMA en angiosarcomas originales sin 

xenoinjertos ((182)). 
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La combinación de modelos de xenoinjerto de AS, incluyendo 

generaciones sucesivas de pases de ratones en combinación con la 

tecnología TMA, no se ha informado hasta ahora. Este estudio 

describe por primera vez un nuevo modelo experimental de AS 

basado en la experiencia obtenida del estudio de 5 casos de 

xenoinjerto. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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 2.1.- Hipótesis de trabajo  

La hipótesis de trabajo que se pretende demostrar es que 

existen diferencias fenotípicas en el sarcoma de Ewing que justifican 

una diferente evolución en el paciente. 

 

2.2.- Objetivos 

2.2.1.- Objetivo general 

 

1. Caracterizar in vivo, una serie de TFSE tanto en su forma 

original, como a lo largo de los pases una vez 

xenotransplantados, para  detectar posibles cambios en la 

expresión proteica de marcadores biológicos, que puedan 

justificar la heterogeneidad de comportamiento clínico y su 

evolución. 

 

2.2.2.- Objetivos específicos  

 

1. Caracterizar in vivo una serie de TFSE, tanto en su forma 

original como a lo largo de los pases una vez 

xenotransplantados, para  detectar posibles cambios en su 

morfología. 

 

2. Validar una plataforma experimental animal y estudiar la 

biología tumoral en ratones atímicos. 

 

3. Estudiar la presencia de metástasis realizando el estudio 

autópsico de cada uno de los animales.  
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4. Estudiar los principales marcadores inmunohistoquímicos 

disponibles para el diagnóstico de los TFSE, así como su 

validez en  los distintos subtipos histológicos y a lo largo de 

los pases. 

 

5. Estudiar  la expresión de marcadores biológicos y vías de 

señalización de relevancia en el SE. 

 

6. Evaluar las diferencias de expresión en tumores 

inicialmente localizados y metastásicos para detectar 

posibles diferencias fenotípicas que justifiquen una distinta 

agresividad clínica entre ambos. 

 

7. Evaluar el cambio de expresión de los marcadores en los 

distintos pases. 

 

8. Detectar cambios en el fenotipo de un tumor con respecto a 

sus metástasis. 

 

9. Validación in sílico de marcadores diferencialmente 

expresados en distintas formas clínicas de SE o con 

variación a lo largo de los pases. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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 3.1.- Material  
  
 3.1.1.- Casos  

 Se han xenotrasplantado 70 casos de TFSE en el 

Departamento de Patológica de la Facultad de Medicina y 

Odontología, de la Universidad de Valencia, desde el año 1985 hasta 

junio del 2011. De ellos, se han incluido para la tesis aquellos casos 

que han tenido no sólo prendimiento (crecimiento inicial en el animal) 

(29 casos) sino seguimiento en el tiempo con al menos 1 pase (16 

casos). Se utilizaron tanto los tumores originales, como los distintos 

pases obtenidos en la experiencia animal tras la inoculación de 

pequeños fragmentos de los tumores originales. Todos los casos 

fueron revisados previa inclusión en el estudio y confirmados por 

biología molecular. Se realizó tanto FISH para la búsqueda del 

reordenamiento del gen EWSR1, como RT-PCR para definir el gen 

de fusión obtenido; si era EWSR1-FLI1 o uno diferente. 

 

3.1.2.- Datos Clínicos de los pacientes 

Los datos clínicos de los pacientes están resumidos en la tabla 2.  

a.- Edad y sexo  

Edad del paciente en el momento de la obtención de la muestra, 

con edades comprendidas entre 6 y 31 años. Así como el sexo del 

mismo, que aunque no modifica parámetros morfológicos sí nos 

orienta al análisis epidemiológico de la neoplasia; habiendo 10 

hombres y 6 mujeres. 

b.- Evolución inicial 

En nuestra serie existen 3 casos inicialmente metastásicos, los 

asignados con los números 6, 7 y 16; siendo el resto inicialmente 

localizados.  
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c.- Tamaño tumoral y localización 

Tal y como aparece en la tabla 2, los tamaños y localizaciones 

son muy variadas. Contamos con 9 tumores óseos; siendo el fémur 

la localización más frecuente (3 casos), la pelvis la segunda (2 

casos) y radio, peroné, costillas y escápula con un caso cada uno. 6 

de los tumores aparecieron en partes blandas y 1 desconocemos su 

origen porque no consta en el informe y fue remitido de otro centro. 

De las localizaciones en partes blandas, tenemos 1 subescapular, 1 

pulmonar, 1 paravertebral, 1 ganglionar y 1 de retroperitoneo. Los 

tamaños son variables, entre 1 y 17cm. 

 

3.1.3.- Método de obtención de la muestra 

Es necesario conocer el momento de obtención de la muestra 

por si fue previa o posterior a tratamiento neoadyuvante, dato que 

podría haber interferido en la morfología, prendimiento en el ratón y 

biología en el xenotransplante. De todos ellos el material obtenido fue 

de la biopsia inicial diagnóstica, en algunos casos biopsia abierta 

incisional, biopsia excisional y en otros cilíndrica. Todas ellas sin 

tratamiento previo. 

 

3.1.4.- Tratamiento 

Ninguno de los TFSE llevaba tratamiento en el momento de 

obtención de la muestra, dado que se obtuvo en el momento de 

diagnóstico inicial.  

El régimen de quimioterapia recibido es similar en todos los 

casos. No obstante, se han detectado modificaciones en las mismas, 

condicionadas por el estatus general del paciente que se refieren en 

la tabla 3. 
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Tabla 2.- Datos clínicos de los casos utilizados. Caso: número del caso. Nude: número 

asignado en la experiencia animal. Origen: O: original, M: metástasis, R: recidiva. Edad 

expresada en años, Sexo: H: hombre, M: mujer. Localización drcho.: derecho, izqdo.: 

izquierdo. TU: tumor único: sí o no (no1: ambos lados; no2: múltiples implantes 

retroperitoneales). Recaída: MTX metástasis. DCO: diagnóstico.  
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Tabla 3: Evolución clínica de los pacientes: MTX: metástasis, Qx: cirugía, QT: 

quimioterapia, RT: radioterapia, TLE: tiempo libre de enfermedad en meses, SG: 

supervivencia global en meses. NO: no disponemos de información. 
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3.2.- Métodos 

3.2.1.- Xenotransplantes 

Se utilizaron ratones atímicos, de sexo masculino, variedad Nude 

Suis, de 5 semanas de edad, distribuidos por la casa comercial Charles 

River, procedentes de IFFA-CREDO (Lyon, Francia).  

Los ratones, una vez recibidos, fueron estabulados en condiciones 

especiales, libres de patógenos y sometidos a cuarentena de 

aproximadamente 2 semanas para que se acostumbraran a las 

condiciones del estabulario. Tanto las jaulas, la comida, la bebida, como el 

lecho; así como cualquier medio de enriquecimiento ambiental, fueron 

esterilizados en autoclave. 

Las jaulas son transparentes para permitir una adecuada 

supervisión externa de los animales y alterarles lo menos posible, evitando 

una manipulación excesiva. Presentan rejilla superior, donde se deposita la 

comida y bebida para mejorar el movimiento de los ratones y evitar que se 

mezcle con los deshechos de los animales. Son almacenadas en armarios 

ventilados, con sistema de aireación continua, con puertas de cristal que 

les aíslan del medio externo. Las condiciones del animalario, junto a la 

supervisión diaria de las mismas, garantizan un adecuado nivel de 

bienestar y cumplen la normativa europea.  

Varios fragmentos (3-5 fragmentos de entre 2 y 4mm de diámetro 

máximo) de TFSE originales, recibidos en fresco son depositados en un 

tubo de ensayo con medio de cultivo (RPMI 1640) con antibiótico hasta el 

momento de realizar el trasplante en los animales, sin exceder las 2h 

después de la cirugía. 

En una campana de flujo laminar y en condiciones de esterilidad, se 

procede a realizar la inoculación; introduciendo varios fragmentos 

tumorales, en la espalda de 2 animales, a nivel subcutáneo. Los animales 
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fueron anestesiados con éter inhalado y la incisión suturada con grapas y 

desinfectada con solución de povidona yodada y alcohol.  

Los animales fueron introducidos en una caja e identificados con 

una etiqueta externa en la que consta el número de experiencia, el número 

de pase (si es el inicial se identifica como pase 0), la fecha de la 

inoculación y la cantidad de animales utilizados.  

Los animales fueron supervisados diariamente, controlando su 

estado general, así como necesidades básicas y el estado de la 

experiencia. Es decir, si existe prendimiento tumoral o no y cómo es el 

crecimiento. Dicho control es realizado por 2 personas, una con formación 

A para manipulación de animales (JG), y otra con formación C en 

experimentación animal (EMA). Encargados respectivamente de las 

necesidades básicas y  del bienestar animal y el estado del procedimiento. 

Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzan un tamaño 

aproximado de 1,5cm; siempre que ello no ponga en peligro la vida del 

animal. En ese momento, uno de los ratones, concretamente el que 

nombrábamos como 1, se sacrificó. Del tumor obtenido, se realizaron 

nuevos trasplantes a 2 nuevos animales; así como, extendidos citológicos, 

mediante improntas, cultivo celular, bloque de parafina para el estudio 

morfológico óptico, así como fijación en gluteraldehido para el estudio 

ultraestructural y congelación para estudios moleculares posteriores. Este 

proceso se ha repetido  sucesivamente, hasta alcanzar la n calculada en la 

fórmula estadística.  El ratón 2 se mantenía hasta confirmar que el pase 

siguiente realizado a partir del ratón 1 había prendido, siempre que ello no 

pusiera en riesgo el bienestar animal. De todos los animales se realizó 

autopsia para la búsqueda de patología relevante, de probable origen 

secundario neoplásico y metástasis. 

La experiencia animal ha cumplido con los permisos de ética y 

experimentación animal de la Unión Europea, suscritos al proyecto 
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europeo EuroBoNeT (contrato nº018814) efectuado entre los años 2005 y 

2011. Asimismo, el proyecto tiene aprobado el permiso de experimentación 

animal de la Universitat de València- EstudisGenerals y de la Consejería 

de Agricultura, Ganadería y Pesca de la Generalidad Valenciana (anexo 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.- Esquema de los xenotransplantes.  

 

3.2.2.- Biología tumoral en los xenotransplantes 

Para el estudio del crecimiento tumoral en los animales, se han 

recuperado los datos de tiempo de cada pase, teniendo en cuenta que se 

trasplantaban cuando los tumores xenotransplantados tenían un tamaño 

similar, próximo a  1,5cm. A partir del tiempo total dividido por el número de 

pases se ha calculado la velocidad de crecimiento. Se han considerado los 

tiempos del ratón 1 de cada pase, no obstante en las gráficas se incluirán 

+ 

 

Tumor Original Material para estudio 

 

Xenotrasplante 

Ratones Nude 
BALB/c - nu/nu. 

Edad: 4-6 semanas 
Libres de patógenos 

Pase 0 Pase 3 Pase 2 Pase 1 
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también los de su  homólogo (ratón 2), no utilizado para el estudio 

morfológico.  

 

3.2.3.- Microscopía óptica 

 Los casos fueron revisados por tres patólogos de forma 

independiente (ALLB, IMP, EMA) desde las secciones completas de 

Hematoxilina-eosina, Los casos se clasificaron según los criterios 

diagnósticos del libro de la OMS de 2013 de tumores de partes blandas y 

óseos; siendo revisados en un microscopio multicabezal de forma conjunta 

por los tres patólogos, para el consenso diagnóstico. Se agruparon en 3 

grupos morfológicos según se ha descrito en la introducción:  

- Ewing convencional 

- Ewing atípico 

- PNET  

El diagnóstico de los casos originales fue confirmado por biología 

molecular; detectándose en todos ellos reordenamiento del gen EWSR1 

por FISH y el gen de fusión EWSR1-FLI1, mediante PCR. La técnica de 

Hematoxilina-eosina se realizó según el protocolo habitual en los 

laboratorios de Anatomía patológica.   

 

3.2.4.- Micromatrices de tejido (TMA) 

A partir de las secciones de hematoxilina-eosina del tumor completo 

se construyeron micromatrices de tejido con el equipo manual Beecher 

Instrument (Silver Springs, MD, USA), según se detalla a continuación y se 

ilustra en la figura 2: 

 1.- se seleccionan las zonas más representativas del tumor sobre la 

laminilla de hematoxilina-eosina, con un marcador especial para cristal 

(Staedtler permanent F), evitando zonas de necrosis o no tumorales y que 

incluyan las áreas morfológicas distintas, si es que las hubiera.  
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2.- se realizan entre 2 y 5 cilindros de 1mm de diámetro (cores o 

cilindros), de las áreas seleccionadas en función de la heterogeneidad del 

tumor y se incluyen en un nuevo bloque de parafina. Todos los bloques 

incluyen al menos 2 cilindros de tejido normal (riñón e hígado fetales) para 

control interno de las técnicas que se realicen a posteriori. 

3.- Al mismo tiempo se crea una planilla a modo de tabla que 

especifique la distribución de los cilindros en el nuevo bloque y permita la 

evaluación posterior con una distribución en filas y columnas (figura 2).  

4.- una vez está completo el nuevo bloque, se deposita en una estufa a 

37ºC durante al menos 12 horas para asegurar la cohesión de los cilindros 

y la estabilidad del nuevo bloque.  

5.- se realizan 30 secciones de 3 micras en cristales xialinizados para 

la realización de HE e inmunohistoquímica posterior. 
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Figura 12.- Construcción de los TMA. A.- Equipo manual para la realización de 

micromatrices de tejido. La flecha verde señala la  plataforma donde se fijan los 

bloques de parafina y la morada el soporte de las agujas perforadoras.  B.- Bloque 

de parafina generado. C.- HE de los TMA. D.- un ejemplo de planilla donde se 

recogían los datos de las diferentes técnicas. 
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3.2.5.- Técnica inmunohistoquímica 

Se obtuvieron secciones de 3 micras de grosor de cada matriz 

tisular, utilizándose portas de Dako (ref.K8020) para realizar las siguientes 

determinaciones de anticuerpos (tabla 2): 

- marcadores diagnósticos de Ewing: CD99, Caveolina1, ezrina, 

FLI1, ERG y HNK1. 

- marcadores de diferenciación epitelial: EMA, CKAE1-AE3, 

Ocludina, ZO1 y desmoplaquina. 

- marcadores de proliferación y reguladores del ciclo celular: p53, 

BCL2, Ki67, p27 y FOXO1. 

- marcadores de rutas biológicas y dianas terapéuticas potenciales: 

AKT, pAKT, PI3K, Hes1, IGF1R, CD17 (C-KIT), pmTOR, PARP1, 

ERBB4, SA2, YB1, BRAF, NF-kB, y caspasa8.  

Se realizó la técnica de inmunohistoquímica siguiendo el protocolo 

que se detalla a continuación que, aunque incluye partes comunes y 

habituales en los Servicios de Anatomía Patológica, existen pasos distintos 

y específicos para cada anticuerpo: 

 1. Desparafinación y 2. rehidratación 

 Según protocolo estándar en los Servicios de Anatomía Patológica.  

 3. Desenmascaramiento o recuperación antigénica 

 Los anticuerpos contra las proteínas CEA, Desmoplaquina I/II, 

SIRT1, P16 INK4a, P21WAF1/Cip1 , P53, FOXO, AKT 1/2, pAKT1/2/3 

(Thr308)-R,  BRAF, HES1, NF-κB, P65 ChIP GRADE, SA2, YB1, PARP1, 

PI3-KINASE p85α, HNK1, DC99 MIC2, FLI1, GALECTIN 1 se incubaron en 

tampón comercial de Dako a pH alto (EnVision™ FLEX Target 

RetrievalSolution, High pH (50x) (DM828) código K8000). 

 Los anticuerpos CKAE1-3, EMA, Ocludina, ZO-1,  CD117 (cKIT), 

Ki67, ERBB4, IGF1Rα, Caveolina 1, EZRIN (3C12) se incubaron en 

tampón comercial de Dako pH bajo (DakoEnVision™ FLEX Target 
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RetrievalSolution, Low pH (50x) (código K8005)).  

 Por último el anticuerpo pmTOR se incubó en baño termostatizado 

a 99ºC durante 40 minutos con tampón Tris-EDTA pH 9. El anticuerpo  

anti-Caspasa 8 no necesitó recuperación antigénica. 

 4. Bloqueo de peroxidasa endógena 

 Una vez realizada la descompresión del autoclave y enfriadas las 

preparaciones, se lavaron, con agua, agua destilada y por ultimo con TBS 

comercializado por Dako (EnVision™ FLEX Wash Buffer 20x, DM831). A 

continuación, se incubaron las preparaciones en  solución de bloqueo 

deperoxidasa (solución tamponada que contiene peróxido de hidrógeno y 

conservante; Ref. S2023Dako).  

 No hemos  bloqueado el colágeno para evitar la tinción de fondo 

inespecífica  ya que según casa comercial Dako no es necesario. En 

el caso del anticuerpo contra HES-1, antes del bloqueo de la peroxidasa 

endógena se realizó también el bloqueo de la BIOTINA endógena (kit de 

Vector LaboratoriesSP-2001).  

 5. Anticuerpo primario 

  Los Ac utilizados eran puros, por lo que se diluyeron según indica 

la tabla X (EnVision™ FLEX AntibodyDiluentRef. K8006. Dako).  

 6. Sistema de visualización 

 En el caso de los anticuerpos CEA, CYTOKERATIN, EMA, C-KIT, 

BCL2, ANTI-SIRT-1, KI67,  P53 PROTEIN, ANTI-FOXO-1+, ANTI-B Raf, 

ANTI-CASPASE-8, ANTI-ERBB4, ANTI-NF-KB, SA-2, ANTI-YB-1, PARP-1, 

CD99, HNK-1, FLI-1 y EZRIN se realizó una incubación con ENVISION 

durante 30 minutos (Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) 

Ref. K5007  

 Para los anticuerposP21WAF1/Cip1se utilizó también ENVISION pero, 

añadiendo una incubación posterior al anticuerpo primario y anterior al 

polímero con LINKER MOUSE y LINKER RABBIT respectivamente 



60 

 

(DakoEnVision™ FLEX+ Mouse o EnVision™ FLEX+ Rabbit (códigos 

K8002 y K8009)).  

 Para los anticuerpos Desmoplaquina I/II, OCCLUDIN, ZO-1, AKT 

1/2, P-AKT1/2/3 (THR308)-R, IGF-IRα, pm-TOR, PI3-KINASE p85α, 

CAVEOLIN-1, y HES-1 se utilizó el sistema de visualización LSAB (Dako 

LSAB+ System-HRP Código K0690) Por último, el anticuerpo P16 

INK4a se realizó con su kit. 

- Visualización de la reacción 

 Para la visualización de la reacción se incubaron las preparaciones 

durante 5 minutos en DAB (Dako REAL™ EnVision™ DetectionSystem, 

Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Código K5007). Con ello conseguimos 

que los casos positivos se tiñan con una coloración marrón. 

 7. Tinción de contraste 

 Fue común en todos los casos y se utilizó Hematoxilina. 

 8. Deshidratación 

 Mediante pases en alcoholes de graduación creciente hasta etanol 

absoluto. 

 9. Aclarado 

 Se realizó en pases en Xilol. 

 10. Montaje 

 Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan (medio 

de inclusión para microscopía de MERCK). 
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Tabla 4.- Marcadores Inmunohistoquímicos utilizados en los TFSE: 

características comerciales y de utilización.  
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ANTICUERPO CLON DILUCION CASA COMERCIAL POSITIVIDAD 

CEA 
POLYCLONAL 

RABBIT  
1/500 DAKO(A0115) Citoplasma 

CITOQUERATINA 
MONOCLONAL 

MOUSE AE1/AE3 
1/100 DAKO (M3515) Citoplasma 

DESMOPLAQUINA 

I/II (G-20) 
POLYCLONAL GOAT 1/100 

SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY 
(SC-18082) 

Citoplasma 

EMA 
MONOCLONAL 

MOUSE E29 
1/200 (M0613) Membrana 

OCLUDINA 
POLYCLONAL 

RABBIT 
1/100 

ZYMED/THERMOFIS
HER SCIENTIFIC 
(71-1500) 

Membrana 
Citoplasma 

ZO-1 
POLYCLONAL 

RABBIT 
1/40 

ZYMED/THERMOFIS
HER SCIENTIFIC (61-
7300) 

Citoplasma 

 

Tabla 5.- Marcadores epiteliales: características comerciales y de utilización. 
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ANTICUERPO CLON DILUCION 
CASA 

COMERCIAL 

POSITIVIDAD 

KI67 

ANTIGEN 

MONOCLONAL 

MOUSE 

1/200 

DAKO(M7240) 
Nuclear 

 MIB-1  

 

P16 INK4a 
MONOCLONAL 

MOUSE 
PREDILUIDO CINTEC 

Nuclear 

 

P21WAF1/Cip1
 

MONOCLONAL 

MOUSE  

1/100 

DAKO 
Nuclear 

SX118 (M7202)  

     

PROTEINA 

P53 (DO-7) 

MONOCLONAL 

MOUSE 

1/100 

LEICA 

MICROSYSTEMS 

Nuclear 

 DO7 
(NCL-L-p53-

DO7) 

 

ANTI-FOXO-

1+FOXO-

3+FOXO-4 

POLYCLONAL 

ene-50 

ABCAM Nuclear 

RABBIT (Ab-58518) 

 

 

Tabla 6.- Marcadores de proliferación celular (en rosa) y reguladores del ciclo 

celular (en azul): características comerciales y de utilización. 
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3.2.6.- Valoración de la inmunohistoquímica 

Se ha utilizado un método semicuantitativo combinando la 

valoración de intensidad y el porcentaje de células positivas. Siendo 0 

aquellos casos sin expresión de la proteína, 1 los que se presentan una 

intensidad débil, visible sólo a grandes aumentos (40x), 2 intensidad 

moderada visible con dificultad a medianos aumentos (10x) y sin dificultad 

a 200 aumentos (20x) y 3, cuando la positividad ya se visualiza a pocos 

aumentos (4x).  

El porcentaje de células positivas se ha considerado de la siguiente 

forma:  

0. ninguna célula positiva 

1. menos del 10% de células positivas 

2. entre el 11 y el 50% de células positivas 

3. más del 50% de células positivas.  

Se ha considerado como válida la positividad nuclear citoplásmica, 

y de membrana, tal y como se especifica en el prospecto de cada 

anticuerpo (tabla 4). Siendo no valorables (NV) aquellos casos en los que 

se ha perdido el cilindro, el cilindro no incluye tumor o no existe control 

interno y/o externo del anticuerpo.  

Los resultados han sido valorados independientemente por 3 

patólogos (EMA, IMP y ALLB) asignando directamente valores entre 0 y 3 

considerando ambos criterios intensidad y porcentaje de células positivas. 

Sólo en el caso de Ki67 se ha mantenido el porcentaje de expresión de los 

mismos, tal y como se establece en la práctica clínica diaria.  

Los casos discordantes han sido revisados conjuntamente en un 

microscopio multicabezal, utilizándose la media de las tres valoraciones en 

caso de que no se llegara a un acuerdo.  
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3.2.7.- Biología molecular: 

Se realizaron técnicas de Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

tanto en el diagnóstico como para la detección de la persistencia del 

reordenamiento de EWSR1, en pases iniciales, medio y tardíos. Se utilizó 

la sonda break appart de Vysis para la detección del gen EWSR1 (22q12) 

marcado en verde.  

 

3.2.8.- Estudio de expresión in silico: 

Con objeto de validar nuestros resultados de expresión de 

biomarcadores en TFSE hemos empleado los datos disponibles in silico de 

una cohorte de SE cuyos datos pertenecen al estudio de Savola y se 

encuentran disponibles en R2: microarray analysis and visualization 

platform (http://r2.amc.nl). El estudio contiene datos de arrays de 

expression (mARN) de Affymetrix (GeneChip Human Genome u133 plus 2) 

de 117 pacientes diagnosticados con SE y de los que en 88, hay también 

datos clínicos de seguimiento. La descripción de algunas de las variables 

clínicas están disponibles en https://hgserver1.amc.nl/cgi-

bin/r2/main.cgi?option=datasetinfo&table=ps_avgpres_gse17679geo117_u

133p2&species=hs. 

 

3.2.9.- Tratamiento estadístico de los datos 

Los datos fueron recogidos en tablas de Excel y el estudio 

estadístico de los datos se realizó mediante modelos de regresión logística 

mixtos (efecto aleatorio para el caso) mediante el software estadístico R 

(versión 3.3.1) y el paquete ordinal (versión 2015.6-28) comparando 

aquellos casos clínicamente localizados con los  metastásicos de inicio. Así 

como un tumor original con su metástasis  (casos 5 y 6, respectivamente). 

A la vez que su evolución a lo largo de los pases. Para aquellos 

marcadores diagnósticos o de interés en el diagnóstico diferencial con 

http://r2.amc.nl/
https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi?option=datasetinfo&table=ps_avgpres_gse17679geo117_u133p2&species=hs
https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi?option=datasetinfo&table=ps_avgpres_gse17679geo117_u133p2&species=hs
https://hgserver1.amc.nl/cgi-bin/r2/main.cgi?option=datasetinfo&table=ps_avgpres_gse17679geo117_u133p2&species=hs
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otros tumores, se comparó la expresión en los distintos subgrupos 

morfológicos. Estos modelos se han utilizado para comparar el grado de 

expresión entre los grupos teniendo en cuenta la evolución en el tiempo de 

los pases. Es decir, teniendo en cuenta el diferente número de pases, se 

ha decidido aplicar la transformación logarítmica de la variable “pase” para 

que no sea un cambio debido al distinto número de pases, sino a una 

característica real. Se ha considerado significativo un p-valor inferior al 

nivel de significación 0.05.   
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4.- RESULTADOS 
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4.1.- Caracterización in vivo una serie de TFSE, tanto en su 

forma original como a lo largo de los pases una vez 

xenotransplantados, para detectar posibles cambios en la morfología. 

       
 

Figura 13.- Morfología de los casos. Ewing convencionales. HE a 200   

aumentos de los casos originales incluidos en la tesis.  
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Figura 14.- Morfología de los casos. PNET (casos 8-10). HE a 200 aumentos. 

Las rosetas del caso 8 fueron más evidentes a lo largo de los pases. Ewing 

atípicos (11-16). HE a 200 aumentos de los casos. Los casos 14 y 15 presentaron 

células más grandes, mientras que el caso 16 mostró abundante desmoplasia en 

el estroma. 
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4.2.- Validación de una plataforma experimental animal y 

estudio de la biología tumoral en ratones atímicos. 

Se obtuvieron 16 casos que hubieran mostrado prendimiento y al 

menos un pase en los xenotransplantes.  

 

Caso Diagnóstico Nº Nude Nº Pases 

1 Ewing clásico 15 15 

2 Ewing clásico 78 6 

3 Ewing clásico 94 1 

4 Ewing clásico 199 41 

5 Ewing clásico 230 20 

6 Ewing clásico 248 40 

7 Ewing clásico 267 8 

8 PNET 69 1 

9 PNET 162 4 

10 PNET 205 2 

11 Ewing atípico 22 22 

12 Ewing atípico 53 44 

13 Ewing atípico 83 1 

14 Ewing atípico 324 5 

15 Ewing atípico 388 13 

16 Ewing atípico 459 16 

 

Tabla 7.- Casos con la equivalencia morfológica, el número de xenotransplante 

(Nº Nude) dentro de una experiencia mayor de nuestro grupo, que incluye todos 

los sarcomas xenotrasplantados y los pases conseguidos en la experiencia (Nº de 

pases). 
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 En la tabla 6 se muestra el crecimiento de los tumores en los 

xenotrasplantes; indicándose los tiempos 0, medio, final y total. El tiempo 0 

o tiempo de prendimiento, es el tiempo transcurrido desde que el tumor se 

inocula hasta que está listo para ser transferido por primera vez. El  tiempo 

medio de cada una de las experiencias es el tiempo transcurrido entre 

cada pase dividido por el número de pases y el tiempo final o tiempo del 

último pase, es el último pase, cuando la experiencia llega a su fin. El 

tiempo total de toda la experiencia y el número de pases, del que se 

calcula la velocidad de crecimiento. El tiempo medio entre los subtipos es 

similar, siendo de 108 días en los SE clásicos, 156 en los atípicos y 117 en 

los PNET, si se consideran tanto el pase inicial, como el final, que como 

veremos a continuación son más lentos. En cuanto al número de pases, 

los PNET fueron los que menos pases alcanzaron  con una media de 4 y 

los que más los SE clásicos, con 19.  

 En el gráfico 1 se observa la biología tumoral de un caso 

representativo para cada subtipo morfológico. En cada caso se muestra el 

momento del trasplante de cada pase, de ambos  ratones, el ratón 1 que 

se utiliza para los pases y del que se ha realizado toda la experiencia e 

incluido en los TMA y su pareja (ratón 2), dado que siempre se realizaba el 

trasplante en dos por seguridad para que almenos uno prendiera. En todos 

los casos hubo prendimiento y crecimiento; siendo la gráfica similar. De 

forma visual observamos cómo el primer pase es el que más tarda, hasta 

que se consigue una velocidad de crecimiento similar para un mismo 

volumen tumoral y el tiempo entre pases se iguala, llegando a ser 

prácticamente una línea horizontal. El último pase se produce cuando el 

tiempo ya no sigue ese patrón estable, sino que se incrementa, siendo la 

velocidad más lenta y anunciando que se trata del último pase. Existen 

casos en que el último pase se ha detenido porque al no existir crecimiento 
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el ratón se ha sacrificado; dicha circunstancia se ha indicado con una señal 

de discontinuidad.    

 

Diagnóstico Nude 
tiempo 

0 

suma 

tiempo 

nº 

pases 

tiempo 

medio 

tiempo 

final 

1 15 258 2134 16 133,38 159 

2 78 46 568 6 94,67 263 

3 199 116 3154 42 75,09 168 

4 230 85 1385 21 65,95 297 

5 248 93 2331 41 56,85 158 

6 267 78 808 8 101 253 

7 94 176 465 2 232,5 126 

11 22 68 1762 24 73,42 14 

12 53 261 3807 45 84,6 81 

13 324 78 1013 7 144,71 166 

14 388 159 2318 14 165,57 264 

15 459 202 1583 14 113,07 92 

16 83 333 713 2 356,5 168 

8 69 127 321 2 160,5 124 

9 161 84 329 6 54,83 38 

10 205 162 554 4 138,5 81 

 

Tabla 8.- Biología tumoral en los xenotransplantes. Tiempo 0: tiempo 

transcurrido en el primer pase (tiempo de prendimiento) Suma tiempo: tiempo total, 

desde la primera inoculación, hasta el fin de la experiencia. Tiempo medio: tiempo 

total dividido por el número de pases. Tiempo final: tiempo transcurrido en el último 

pase. El tiempo está referido en días. 
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Gráfico 1.- Ejemplos representativos de biología tumoral en los 

xenotransplantes para cada subtipo morfológico. Se representan cada uno de 

los pases tanto del ratón utilizado para la experiencia (en azul), y un segundo ratón 

de seguridad (en rojo). El tiempo en días entre pases y el símbolo de 

discontinuidad al final de la gráfica a discontinuidad, es decir que el ratón se ha 

sacrificado por falta de crecimiento.  
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Gráfico 2.- Biología tumoral en los xenotransplantes por subtipos morfológicos. Se incluyen todos los casos y 

se observa una biología similar con un primer y último pases más duraderos. Alguno de los casos presenta una 

señal de interrupción en el último pase porque los ratones se sacrificaron tras 2 meses aproximadamente por falta de 

prendimiento, por motivos éticos. Existe un espacio en la gráfica del Nude 459 (en naranja) dado que falta 

información del tiempo entre pases.  
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4.3.- Estudio de la presencia de metástasis realizando el 

estudio autópsico de cada uno de los animales. 

 En cada pase, cuando el xenoinjerto alcanzaba el volumen máximo 

del criterio de punto final, el ratón se sacrificó y se analizaron tanto 

macroscópica como histológicamente todos los órganos sólidos (corazón, 

pulmones, riñones, cerebro y bazo) para detectar la presencia de 

metástasis. No se examinaron los huesos histológicamente, dado que 

macroscópicamente no presentaron alteraciones. Así mismo, se estudió el 

segundo ratón de cada pase. Se evaluaron un total de 338 ratones y en 

ninguno de ellos se detectaron metástasis en los órganos analizados. 

Estos resultados sugieren que el modelo de transplante subcutáneo que 

hemos empleado no es el idóneo para inducir metástasis. 

 

4.4.- Estudio de  los principales marcadores 

inmunohistoquímicos disponibles para el diagnóstico de los TFSE en  

los distintos subtipos histológicos y a lo largo de los pases. 

 En la tabla 9 se muestran los porcentajes de cilindros positivos para 

los marcadores diagnósticos habituales de los TFSE. La positividad para 

CD99 es elevada entre los casos; de hecho, 13 de los 16 presentan más 

del 30%  de los cores con expresión elevada, con una expresión media del 

95%. La valoración de la expresión de CD99, se muestra en la figura 15, 

siendo considerada como positiva la  que combina membrana y 

citoplasma, generalmente con la membrana bien remarcada en la mayor 

parte de ellos. No obstante, hay 3 casos con expresión variable al CD99, el 

caso 7, 10 y el 14, cada uno con una morfología distinta, en los que se ha 

observado porcentajes de expresión bajos y con tinción citoplásmica en 

porcentaje variable. 
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Caso CD99 HNK1 CAV1 FLI1 ERG Ezrina 

Ewing Convencional           

1 97% 90,3% 93% 77,4% 0% 0% 

2 100% 90,9% 100% 69,2% 0% 40% 

3 100% 88,9% 100% 77,8% 0% 22% 

4 84% 76,1% 97% 73,5% 0% 6% 

5 96% 80,8% 100% 73,1% 0% 7% 

6 86% 75,0% 94% 67,6% 0% 3% 

7 6% 36,8% 100% 31,6% 0% 0% 

PNET             

8 100% 100,0% 100% 66,7% 0% 0% 

9 100% 83,3% 100% 50,0% 0% 0% 

10 29% 33,3% 100% 33,3% 0% 0% 

Ewing Atípico           

11 95% 85,4% 83% 65,1% 0% 7% 

12 91% 76,7% 59% 65,9% 0% 4% 

13 100% 85,7% 100% 42,9% 0% 0% 

14 8% 0,0% 0% 0,0% 0% 0% 

15 92% 69,2% 100% 80,8% 0% 13% 

16 100% 78,6% 100% 81,0% 0% 50% 

 

Tabla 9.- Marcadores diagnósticos: un formato condicional con el porcentaje de 

cores que presenta almenos positividad en más del 10% de sus células 

(positividad 2). En blanco los negativos, en azul claro hasta el 25% de cores 

positivos y en creciente intensidad de azules hasta el 100% de expresión.  
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Figura 15.- Valoración de los Marcadores diagnósticos: en 4 grados según 

porcentaje e intensidad de expresión.  Grado 0: 0% de expresión, Grado 1<10% 

de expresión, Grado 2 10-50%, Grado 3 >50%  

 El 87% de los casos, tal y como se observa en la tabla, fueron 

positivos para FLI1, siendo no obstante su positividad heterogénea y 

parcheada; con positividades que oscilaban entre el 60 y 80% del tumor en 

la mayoría de los casos. No obstante los casos 7, 10 y 13 muestran 

expresión inferior al 50%, siendo del 30, 33 y 42% respectivamente y el 

caso 14 fue negativo. No existen diferencias estadísticamente significativas 

entre los subtipos.  
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 La expresión de HNK-1es equiparable a la de FLI1; siendo elevada 

aunque heterogénea dentro del tumor y con los mismos casos que 

presentan positividad baja; como son los casos 7 y 10 y el 14 totalmente 

negativo. En la figura 16 se muestran ejemplos de gradación de la 

expresión.   

 

 

 

Figura 16.- Expresión de HNK1: 4 grados según porcentaje e intensidad de 

expresión.  Grado 0: 0% de expresión, Grado 1<10% de expresión, Grado 2 10-

50%, Grado 3 >50%. 
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 Todos los casos a excepción de 1 (caso 14) presentan positividad 

elevada a la caveolina (superior al 60%; siendo la mayoría superior al 

80%), sin existir diferencias estadísticamente significativas entre los 

subgrupos morfológicos, ni variaciones a lo largo de los pases. En la figura 

17 se ejemplifica la gradación del anticuerpo. 

    

Figura 17.- Expresión de Caveolina: expresión de membrana, separando 4 

grados según porcentaje e intensidad de expresión.  Grado 0: 0% de expresión, 

Grado 1<10% de expresión, Grado 2 10-50% o >50% débil, Grado 3 >50% 

intenso. 
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 Nuestros casos presentan una positividad baja a la ezrina, con la 

excepción de los casos 2 y 16 que presentaron positividad del 40 y 50%, 

respectivamente (figura 18). El 45% de los casos han resultado 

completamente negativos y el 40% con positividad en menos del 10% de 

las células.  

 Ninguno de nuestros casos ha presentado positividad para ERG.  

 

 

Figura 18.- Expresión de Ezrina en distintos casos de SE: caso 9 es un PNET 

con 0% de expresión, el caso 1 es un SE convencional con 0% de expresión. Los 

casos 2 y 16 son los que más ezrina expresan, con positividad intensa y difusa en 

el 40 y 50% de los cores respectivamente.  

  

 Marcadores epiteliales 

 El 23% de casos de Ewing presentó positividad para al menos un 

marcador epitelial, siendo con mayor frecuencia la citoqueratina de amplio 
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espectro (CkAE1-AE3). En la tabla 10 se observa cada uno de los 

marcadores epiteliales con el porcentaje de expresión en todos los cores 

para cada uno de los casos.  

Caso EMA CK ZO1 Ocludina Desmoplakina 

Ewing Convencional     

1 13% 0% 0% 0% 0% 

2 8% 85% 0% 0% 0% 

3 0% 0% 0% 0% 0% 

4 5% 0% 0% 0% 0% 

5 0% 0% 0% 0% 0% 

6 11% 0% 0% 0% 0% 

7 0% 11% 0% 0% 0% 

PNET      

8 0% 0% 0% 0% 0% 

9 0% 0% 0% 0% 0% 

10 22% 0% 0% 0% 0% 

Ewing Atípico     

11 72% 82% 0% 0% 0% 

12 15% 0% 0% 0% 0% 

13 0% 60% 0% 0% 0% 

14 0% 0% 0% 0% 0% 

15 25% 100% 0% 0% 0% 

16 0% 38% 0% 0% 0% 

 

Tabla 10.- Marcadores epiteliales y de transición epitelio-mesénquima: un 

formato condicional con el porcentaje de cores que presenta positividad en más 

del 10% de sus células (positividad 2 y 3). En blanco los negativos, en azul claro 

hasta el 25% de cores positivos y en creciente intensidad de azules hasta el 100% 

de expresión. 
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 Ningún caso mostró expresión de ZO1, ocludina, ni desmoplaquina 

y la expresión de los marcadores epiteliales se mantuvo durante los pases. 

Es decir no existe mayor o menor expresión entre pases, la expresión se 

mantiene durante la experiencia. En cambio sí existen diferencias 

significativas en la expresión de CK y EMA entre los subtipos; siendo los 

Ewing atípicos los que con mayor porcentaje lo expresan y los PNET los 

que menos. La expresión es aislada y focal, pudiendo observarse intensa y 

difusa en algún caso. En la figura 18 se ejemplifican las expresiones tanto 

de CKAE1-3, como de EMA.  
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Figura 18.- Resultados de CkAE1-AE3 y EMA: las imágenes están hechas a 200 

aumentos y muestran los 4 resultados posibles. : 0: Ausencia de expresión, 1: 

<10% de células lo expresan, 2: hasta el 50% de células lo expresan con variable 

intensidad, 3: >50% de células lo expresan con variable intensidad.  

  

4.5.- Estudio de la expresión de marcadores biológicos en 

nuestra serie.  

 Marcadores de apoptosis 

 En la tabla 11 se describe el porcentaje (%) de cores que muestran 

positividad para los marcadores BCL2 y caspasa 8. Considerando como 
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positivo al menos un 10% de células positivas, con positividad citoplásmica 

para BCL2 y nuclear para caspasa 8 (figura 19). 

 Existe expresión de BCL2 en hasta el 30% de los SE. 

Fundamentalmente se observa en aquellos casos en los que la morfología 

es atípica, existiendo diferencias estadísticamente significativas de los 

atípicos con respecto al resto de grupos. No es significativa entre los PNET 

y los convencionales porque aunque tenga menor expresión, es posible 

observar expresión en algún caso de ambos grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11.-  Marcadores de apoptosis: un formato condicional con el porcentaje 

de cores que presenta positividad en más del 10% de sus células (positividad 2 y 

3). 

Caso BCL2 CASPASA 8 p53 

Ewing Convencional     

1 37% 0% 4,2% 

2 0% 0% 0% 

3 0% 0% 0% 

4 3% 0% 0% 

5 0% 15% 0% 

6 11% 5% 4,8% 

7 7% 35% 15% 

PNET       

8 33% 0% 50% 

9 0% 0% 0% 

10 56% 0% 0% 

Ewing Atípico     

11 100% 15% 0% 

12 66% 0% 0% 

13 0% 0% 0% 

14 9% 0% 0% 

15 75% 0% 0% 

16 95% 0% 0% 
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 La expresión de caspasa 8 ha sido baja en todos los casos. Sólo 4 

casos presentan expresión entre el 5 y el 35% de los cilindros de la matriz 

de tejido; siendo los de morfología convencional los que presentan un 

porcentaje de expresión mayor, sin ser los resultados estadísticamente 

significativos. Ningún caso de PNET ha presentado expresión de caspasa 

8. Tampoco se han observado diferencias estadísticamente significativas 

entre los casos de debut clínico distinto, como veremos más adelante en la 

sección de resultados comparados.  

        

Figura 19.- Resultados de BCL2: las imágenes están hechas a 200x aumentos y 

muestran los 4 resultados posibles: 0: ausencia de expresión, 1: <10% de células 

lo expresan, 2: hasta el 75% de células lo expresan con variable intensidad, 3: 

>75% de células lo expresan con variable intensidad.  
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 La expresión de p53 ha sido baja, sin expresión o siendo ésta 

menor al 10% en el 87,5% de los casos. A excepción de  2 casos (el 12,5% 

del total), el caso 7 en que la expresión fue de más del 15% e intensa y el 

8, con una expresión del 50%. Destaca el aumento de expresión de p53 a 

lo largo de los pases, como veremos más adelante.  

 
 

Figura 20.- Expresión nuclear de p53. 0 y 1 muestran o ninguna o menos del 

10% de células positivas, 2 entre el 10 y el 50% y 3, más del 50%.  

 

 La tabla 12 describe el porcentaje de expresión de los marcadores 

biológicos estudiados en cada uno de los casos.  
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 PARP1 

 La mayoría de nuestros casos muestran expresión nuclear de 

PARP1, de forma difusa e intensidad elevada, siendo significativamente 

menor su expresión en los casos de PNET, tal y como muestra la tabla 12; 

sin diferencias estadísticas entre los convencionales y los atípicos. Existen 

sólo dos casos completamente negativos, 2 PNET, tanto en los originales 

como en los pases. No obstante, la expresión de PARP1 aumenta con los 

pases tal y como se observa en las tablas de correlación de Pearson y es 

significativamente mayor en los casos inicialmente metastásicos que en los 

localizados tal y como se analizará en el apartado correspondiente a los 

resultados comparados.  

 En la figura 21 se observan los cores correspondientes al caso 16, 

un SE clásico con expresión grado 3,  prácticamente en el 100% de las 

células. 

  

 

Figura 21.- .Expresión de PARP-1 en el TMA 6 correspondiente al caso 16 una 

metástasis de un SE clásico. La expresión en marrón representa la positividad de 

los cilindros de tumor en cada uno de los pases.  
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 YB-1 

 La mayoría de TFSE expresan YB-1, siendo la expresión en 

nuestros casos superior al 80% en más de la mitad de los casos; con un 

37% de casos completamente negativos, como son el caso 3, 7, de 

morfología convencional y los casos 13, 14, 15 y 16, de morfología atípica. 

Siendo los PNET todos positivos y con una positividad intensa y difusa en 

el 100% de los cores.  

  

 Vía de señalización PI3K/AKT/mTOR 

 La expresión de AKT en su forma inactiva no fosforilada ha sido del 

0% en los casos. La forma activa, fosforilada pAKT se observa en gran 

parte de ellos. Siendo positivos los casos metastásicos, sin diferencias 

significativas entre grupos inicialmente localizados y metastásicos. 

  

  La expresión de la forma fosforilada de mTOR (pmTOR), es 

variable aunque se asocia a una mayor expresión de pAKT tal y como se 

expresa en el gráfico 3. Su expresión no obstante, disminuye a lo largo de 

los pases.  
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Gráfico 3.- Gráfico de dependencia parcial entre pAKT y pmTOR.  Se puede 

comprobar que cuanto menor sea el grado de pAKT, menor será el grado de 

pmTOR. A medida que aumenta el grado de expresión de pAKT, disminuye la 

probabilidad de tener grado 0 de nivel de expresión en el pmTOR y aumenta la 

probabilidad de tener mayor grado de expresión.  
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Se observa extensa expresión de LSD1 en los casos, con más del 50% de 

los cores con positividades elevadas, tal y como se describe en la tabla 13 

y se observa en la figura 22. No se detectan diferencias de expresión entre 

los subtipos histológicos, ni modificaciones a lo largo de los pases. 

Tampoco hay diferencias significativas entre casos inicialmente localizados 

y metastásicos.  

 La expresión de SIRT1 es variable, sin observarse diferencias entre 

los subtipos morfológicos, ni en aquellos casos con debut clínico inicial 

distinto. Destaca la expresión en los casos metastásicos y la disminución 

de la expresión en los pases.  

 

  
Figura 22.- Expresión nuclear de LSD1. A la izquierda un ejemplo de expresión 

de TMA y a la derecha a 10x ejemplos de grados de intensidad de expresión.  
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 La expresión de HES en nuestros casos es baja, inferior al 10% en 

todos los casos a excepción de uno, el caso 16, en que el 43% de los 

casos presentaban expresión elevada.  

 

Caso p53 HES LSD1 SIRT1 

Ewing         

1 4,2% 7,4% 71,4% 72,7% 

2 0,0% 0,0% 100,0% 78,6% 

3 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 

4 0,0% 9,5% 96,7% 26,7% 

5 0,0% 4,2% 100,0% 80,0% 

6 4,8% 0,0% 100,0% 24,2% 

7 15,0% 0,0% 57,1% 21,1% 

PNET         

8 50,0% 0,0% 66,7% 0,0% 

9 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 

10 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 

Ewing         

11 0,0% 8,8% 89,7% 96,7% 

12 0,0% 9,0% 89,3% 39,5% 

13 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 

14 0,0% 0,0% 72,7% 18,2% 

15 0,0% 3,8% 100,0% 8,3% 

16 0,0% 43,9% 100,0% 43,9% 

 

Tabla 13.- Porcentaje de expresión de genes reguladores de expresión 

génica y p53. 

   

 Nuestros casos no muestran apenas expresión de BRAF, siendo 

ésta focal y débil, con ningún caso de positividad moderada o intensa 

superior al 10% de las células; por eso en la tabla 14 aparece un 0% de 

expresión, porque sólo se consideran positividades moderadas y elevadas, 
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valoradas como 2 y 3, respectivamente. Existe no obstante expresión débil 

en el 40% de los cores, sin observarse diferencias estadísticas 

significativas ni entre debuts clínicos distintos, ni en los subtipos 

morfológicos distintos; aunque sí se ha observado un discreto aumento de 

expresión en el caso del que disponemos de la metástasis y su tumor 

original, sin ser éste aumento, estadísticamente significativo. No obstante 

supone un cambio a tener en cuenta dado que la activación de BRAF 

puede ser bloqueada farmacológicamente. 

 

 4.6.- Evaluar las diferencias de expresión en tumores 

inicialmente localizados y metastásicos para encontrar diferencias 

fenotípicas que justifiquen la distinta agresividad de ambos. 

 Marcadores biológicos 

 Como ya hemos visto, en la tabla 12  se describe el % de cilindros 

positivos para cada marcador, de los distintos casos agrupados por 

morfología, según SE clásico, PNET o SE atípico. En la tabla 14 se 

compara dicha expresión entre casos inicialmente localizados y 

metastásicos, detallando el número total de cilindros y el porcentaje de 

ellos que muestran cada una de las intensidades evaluadas (0,1, 2 y 3). De 

esta forma podemos observar si alguno de ellos es diferente y pudiera ser 

clave para evaluar por qué unos se expresan cuando la enfermedad es 

localizada y otros cuando ya es sistémica.  
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 El estudio estadístico sólo ha mostrado una expresión diferente y 

estadísticamente significativa en SA2, que se expresa intensamente en los 

localizados y menos en los metastásicos. Tal y como se observa en la 

siguiente tabla (tabla 15).    

                              

Tabla 15.- Comparaciones entre expresión de marcadores biológicos en 

TFSE inicialmente localizados y metastásicos. En gris oscuro aquellos 

marcadores que han sigo significativos y en gris claro aquellos que aun no siendo 

significativos, el p-valor es  muy bajo.  

  

 Y representadas de una forma más visual, mediante gráficos de 

dependencia parcial (gráfico 4), los indicadores SA2, PARP1, p53 y SIRT1. 

Los gráficos de los otros marcadores no se han añadido porque el p-valor 
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era muy alto y simplemente se podía ver si la expresión era alta o baja 

desde las imágenes y tablas anteriormente mostradas. 

        

 Gráfico 4.- Gráficos de dependencia parcial. Representación de la 

probabilidad de intensidad de expresión y porcentaje de células positivas, en 4 

categorías: 0, 1, 2 y 3; comparando los SE inicialmente localizados y metastásicos. 

  

 Las proteínas PARP1 y p53 muestran mayor expresión en los casos 

inicialmente metastásicos que en los localizados, tal y como se muestra en 

las figuras 23 y 24, sin ser estadísticamente significativas.  
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 Figura 23.-. Ejemplos de expresión de p53, en casos localizados, a la 

 izquierda (casos 2 y 7) y metastásicos (casos 6 y 16), a la derecha. 

 

     

 Figura 24.- Ejemplos de expresión de PARP-1, en casos localizados, a 

la  izquierda metastásicos a la derecha, con mayor intensidad de expresión.
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Se ha analizado el Ki67 mediante un modelo de regresión beta 

mixto, en el cual no hemos visto diferencias estadísticamente significativas 

entre los debuts clínicos iniciales  y la expresión de dicho marcador de 

proliferación. No obstante, tal y como  vemos en el gráfico 5, sí 

observamos porcentajes de expresión menores en los localizados y 

mayores en los inicialmente metastásicos 

 

Gráfico 5.- Diagrama de cajas mostrando el tanto por 1 de la expresión de 

Ki67 en los casos localizados y en los metastásicos. Cada círculo representa 

un caso y las barras de error con la barra central en negrita describen la 

desviación estándar de los valores y su mediana. 

  

 Si lo analizamos por cuartiles, se observa que el 75% (tercer cuartil) 

de los casos localizados está por debajo del 50% de expresión y en los 

metastásicos por debajo de 80%. No obstante, al existir algunos casos de 

localizados por encima de 80% de expresión y muchos de los metastásicos 

con valores menores, no es posible establecer un porcentaje de corte que 

nos separe un grupo del otro. En la figura 25 se representan en vista 

panorámica de las laminillas ejemplos de expresión de Ki67. 
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Figura 25.- Expresión de Ki67 en los TMA 5 y 6. Estos TMA incluyen además de 

los controles en la parte inferior, los casos 4, 6 y 16, respectivamente. 

  

   En cuanto a p16, no hay diferencias estadísticamente significativas 

entre metastásicos y localizados, ni tampoco cambio con los pases. La 

expresión en nuestros casos ha sido variable con 5 casos completamente 
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negativos, siendo de los tres grupos morfológicos y del grupo tanto de los 

inicialmente localizados, como los metastásicos. Se trata de los casos 7, 8 

(SE clásico), 13 (PNET) y 15 y 16 (SE atípicos).  

 

 4.7.- Evaluar el cambio de expresión de los marcadores en los 

pases.  

 Es interesante estudiar la evolución de los niveles de expresión de 

los distintos marcadores estudiados, en el tiempo, no sólo para 

asegurarnos de que los resultados son reales y no debidos a un desigual 

número de pases, sino para ver cómo cambia el tumor en el tiempo y 

detectar posibles cambios que resulten de interés en clínica; a la vez que 

ofrezcan opciones terapéuticas.  

 Tal y como vemos en la tabla 16, en 4 de los marcadores la 

evolución en los pases es estadísticamente significativa: BRAF, HES1, 

pmTOR e YB1. Sólo YB1 muestra un cambio lo significativamente grande 

como para que sea representado en un gráfico (gráfico 6).  En los otros 

marcadores (BRAF, HES1 y pmTOR) el cambio aunque significativo, es 

pequeño, lo que supone unas líneas casi rectas al intentar representarlos 

en un gráfico. Lo que quiere decir que varía ínfimamente con el paso del 

tiempo. En el gráfico 6, vemos cómo decrece la expresión de YBOX (YB1) 

a lo largo de los pases. Es decir, a medida que avanzan los pases es más 

probable que se exprese menos, mientras que en los primeros pases se 

expresa en mayor proporción e intensidad.  
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Tabla 16.- Nivel de significación 

estadística del cambio de los 

marcadores en los pases. En gris 

oscuro aquellos marcadores que han 

sigo significativos y en blanco, 

aquellos que  no. 
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Gráfico 6.- Expresión de YBOX (YB1) en los pases. Se observa la pérdida de 

expresión con los pases, existiendo al inicio mucha expresión 3 y al final se reduce 

la 3 y 2 para aumentar la 0 y 1.  

 

Otro cambio interesante es el del Ki67. Aunque no existen diferencias 

estadísticamente significativas en su expresión entre los inicialmente 

localizados y metastásicos en los tumores originales, como hemos visto 

anteriormente, sí se observa una menor expresión de Ki67 a lo largo de los 

pases en los tumores originales, mientras que la expresión aumenta con 

los pases en los metastásicos de inicio, tal y como se observa en el 

siguiente gráfico (gráfico 7).  
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Gráfico 7. Evolución de la expresión de Ki67 en el tiempo en casos 

inicialmente localizados y metastásicos. Se observa la probabilidad de ser 

positivos en el tiempo expresado en meses (según los pases).  
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 4.8.- Detectar cambios en el fenotipo de un tumor con respecto 

a su metástasis.  

 Se han comparado ciertos marcadores entre la muestra 5 (tumor 

primario) y 6 (metástasis) procedentes del mismo paciente. Debemos tener 

en cuenta que solamente es una muestra pareada con varias muestras por 

pase observado. El efecto aleatorio del modelo de regresión logística 

ordinal se ha fijado en el pase, del cual teníamos 20 en el original y 40 en 

la metástasis, con 4 variables según el porcentaje de células positivas y su 

intensidad de expresión; tal y cómo se ha explicado en el apartado de 

material y métodos. Aunque las conclusiones no son extrapolables a los 

TFSE por tratarse de una única muestra pareada, el interés del 

experimento reside en contrastar el fenotipo del tumor primario con el de la 

metástasis.  

 En el gráfico 8 se muestra la expresión de diversos marcadores, 

tanto en el tumor original como en la metástasis, en forma de frecuencias 

relativas, que vemos como la probabilidad de expresar cada uno de los 

marcadores con 0, 1, 2 y 3. 
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 Gráfico 8. Frecuencias relativas de expresión. Representación 

esquemática de la diferente expresión de determinados marcadores en el tumor 

original y la metástasis, en un formato condicional de azules, según escala 

superior.  

 

 Si los agrupamos por marcadores de los que se conoce su utilidad 

como diana terapéutica, sólo pmTOR se expresa menos en la metástasis 

que en el tumor primario. En cambio, no hay diferencias estadísticamente 

significativas en los niveles de pAKT entre los pases de la metastásis y los 

pases del tumor primario.  

 

Frecuencias Relativas 
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ANTICUERPO p VALOR Log (pases) 

pmTOR <0,001 <0,001 

pAKT 0,066 0,99 

IGF1R 0,81 0,35 

ERBB4 0,02 0,15 

P16 0,57 0,91 

BRAF NA NA 

 

Tabla17. Grado de significancia de marcadores entre el original y su 

metástasis. En azul se destaca el que ha resultado estadísticamente significativo, 

que es pMtor. NA: no aplicable, dado que los valores todos eran bajos entre 0 y 1.  

 

 Por lo se refiere a porcentajes absolutos de expresión, en la Tabla 

19 podemos observar pequeños cambios en los porcentajes de expresión 

de los mismos. Por un lado tenemos aumentos de expresión en BCL2, 

p53, S100, CD56 y YB1 y muy discreto en BRAF, ERBB4 y cKIT. Por otro 

lado, se observa reducción de expresión en p16, pAKT, pmTOR, PARP1, 

FOXO1, SA2, HES y Ki67, observándose significación estadística sólo en 

el caso de pmTOR.  

 En el caso de BRAF no se ha hecho cálculo estadístico 

debido a que todos los cores eran prácticamente negativos, por eso 

aparece NA en la tabla 17. Siendo la mayoría de resultados para ambos 

casos 0, a excepción de 1 core en la metástasis que presentó una 

positividad débil en el 5% de las células. En la tabla 17 se muestran la 

expresión en los cores. 
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Positividad Original Metastásis 

0 18 64 

1 0 1 

 

Tabla 18.- Expresión de BRAF en el original (caso 5) y su metástasis (caso 

6). Resultado simplificado a 2 valores, 0 negativo y 1 positivo en más del 10% de 

las células. Los resultados se expresan en número de cores. 
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Caso CD99 HNK1 CAV1 FLI1 ERG Ezrina     

5 96% 81% 100% 73% 0% 7%     

6 86% 75% 94% 68% 0% 3%     

Caso BCL2 p63 Sinaptofisina CD56 S100 cKIT Gal1    

5 0% 0% 0% 0% 22% 0% 0%    

6 11% 0% 0% 19% 97% 0% 0%    

Caso p16 p53 Ki67        

5 71% 0% 61%        

6 69% 5% 30%        

Caso pAKT pmTOR BRAF PARP1 FOXO-1 YB-1 SA-2 ERBB4 HES LSD1 

5 65,0% 36,8% 0,0% 100,0% 100,0% 90,0% 90,0% 0,0% 4,2% 100,0% 

6 56,5% 16,4% 0,0% 92,2% 98,3% 100,0% 78,0% 0,0% 0,0% 100,0% 

 
Tabla 19. Porcentajes absolutos de expresión de los distintos marcadores en ambos casos (original, caso 5 y su 

metástasis, caso 6). En azul claro los marcadores que pierden expresión, en azul oscuro los que aumentan su expresión y en 

blanco los que no se modifican. En gris BRAF, ERBB4 y cKIT que aunque su expresión aumenta, es mínimamente.
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 4.9.- Validación in sílico de marcadores diferencialmente 

expresados en distintas formas clínicas de SE o con variación a lo 

largo de los pases. 

La validación in silico de los biomarcadores nos ha permitido 

contrastar nuestros resultados con los de una serie más amplia de SE de la 

que se dispone información de expresión en mARN de genes incluidos en 

esta tesis, así como de seguimiento clínico (191).  

Existe una expresión de Ki67 (Gráfico 9A) significativamente superior 

en SE metastásicos con respecto a los localizados. Así mismo, existe peor 

supervivencia libre de progresión (Gráfico 9B) y peor supervivencia global 

(Gráfico 9C) en aquellos casos con Ki67 elevado. Los gráficos se han 

elaborado considerando una cohorte de 88 pacientes de la serie de Savola 

que incluye 64 tumores primarios localizados y 14 metastásicos. No se 

tuvieron en cuenta para el gráfico A, pero sí para el resto, 10 tumores por 

ser recidivas. En las Curvas de supervivencia Kaplan-Meier se observa 

como a Ki67 mayores, las supervivencias libre de progresión (p=0.0006) y 

global (p<0.0001) son peores, en SE. 
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Gráfico 9. Validación in silico de la expresión de Ki67. Datos obtenidos del 

estudio de Savola en R2: microarray analysis and visualization platform 

(http://r2.amc.nl). (A) Análisis de la expresión de Ki67 entre 64 tumores primarios y 

14 metastásicos. (B) Curvas de Kaplan-Meier mostrando que la sobreexpresión de 

Ki67 se asocia a peor supervivencia libre de progresión (p=0.0006) y (C) a peor 

supervivencia global (p<0.0001) en SE.  

  

 Con respecto a los biomarcadores de apoptosis, que en nuestra 

serie no han resultado significativos, al realizar el análisis in silico del 

marcador proapoptótico Caspasa 8, se observó que tampoco hay 

diferencias significativas entre la expresión de tumores localizados y 

metastásicos, pero su sobreexpresión se asocia a mejor pronóstico tanto 

en supervivencia libre de progresión, como en supervivencia global 

(Gráfico 10).  
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 Por el contrario, la sobreexpresión del biomarcador antiapoptótico 

BCL2 se asoció significativamente con una peor supervivencia libre de 

progresión y peor supervivencia global (Gráfico 11). Al igual que en nuestro 

estudio, en la cohorte in silico no hemos observado diferencias 

significativas entre los niveles de expresión y los distintos subtipos 

morfológicos de SE. 

           

Gráfico 10. Niveles de expresión de Caspasa 8 en tumores primarios y 

metastásicos y curvas de supervivencia asociadas a la expresión de 

Caspasa 8. (A) Diagrama de cajas mostrando que no hay diferencias significativas 

entre la expresión de Caspasa 8 en tumores de primarios y metastásicos (p=0.91). 

(B) La sobreexpresión de Caspasa 8 se asocia a mayor supervivencia libre de 

progresión (p=0.0002) y (C) a mayor supervivencia global (p<0.0001) en SE.  
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Gráfico 11. Sobreexpresión de BCL2  asociada significativamente a peor 

pronóstico. (A) Curvas de Kaplan-Meier mostrando que la sobreexpresión de 

BCL2 se asocia a peor supervivencia libre de progresión (p=0.03) y (B) a peor 

supervivencia global (p<0.006) en SE.  

 

La sobreexpresión de PARP1 ha revelado asociarse a peor 

pronóstico en la cohorte de Savola de nuestro estudio in silico y ser 

significativamente superior en los tumores metastásicos (Gráfico 12). 
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Gráfico 12.  La sobreexpresión de PARP1 se asocia significativamente a peor 

pronóstico. (A) Diagrama de cajas comparando la expresión de PARP1 en 14 SE 

metastásicos y en 64 SE localizados (p=0.008) (B) Curvas de Kaplan-Meier 

mostrando que la sobreexpresión de PARP1 se asocia a peor supervivencia libre 

de progresión (p=0.003) y (C) a peor supervivencia global (p<0.007) en SE.  

 

Las curvas de Kaplan-Meier basadas en la mayor o menor 

expresión de YB-1 confirman su potencial oncogénico, asociándose muy 

significativamente su sobreexpresión a peor pronóstico (Gráfico 13). 
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Gráfico 13. La sobreexpresión de YB-1 se asocia significativamente a peor 

pronóstico. (A) Curvas de Kaplan-Meier mostrando que la sobreexpresión de YB-

1 se asocia a peor supervivencia libre de progresión (p<0.0001) y (B) a peor 

supervivencia global (p<0.0001) en SE.  

 

De manera similar a YB-1, la sobreexpresión de ERBB4 también se 

asocia de manera muy significativa a peor pronóstico (Gráfico 14), si bien 

no hemos podido encontrar diferencias de expresión entre tumores 

primarios y metastásicos, tal y como ocurre en nuestra serie. 
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Gráfico 14. La sobreexpresión de ERBB4 se asocia significativamente a peor 

pronóstico. (A) Curvas de Kaplan-Meier mostrando que la sobreexpresión de 

ERBB4 se asocia a peor supervivencia libre de progresión (p=0.04) y (B) a peor 

supervivencia global (p=0.008) en SE.  

 

Nuestros resultados apoyan que la sobreexpresión de SA2 es 

mayor en los tumores primarios localizados que en los metastásicos, 

apoyando su actividad biológica como supresor tumoral. A pesar de que los 

resultados in silico no son significativos (Gráfico 15A), la sobreexpresión de 

SA2 tiene un valor preventivo tanto de recaída, como de supervivencia 

global (Gráfico 15B y C). 
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Gráfico 15. La sobreexpresión de SA2 se asocia a mayor 

supervivencia. (A) análisis de la varianza con un factor (ANOVA) (p=0.54) entre 

64 tumores primarios y 14 metastásicos. (B) Curvas de Kaplan-Meier mostrando 

que la sobreexpresión de SA2 se asocia a mejor supervivencia libre de progresión 

(p<0.001) y (C) a mejor supervivencia global (p<0.001) en SE.  

 

Nuestros estudios nos sugieren que hay un discreto aumento de 

expresión de BRAF en las metástasis, aunque no significativa. Los 

resultados in silico siguen apoyando que no hay una diferencia significativa 

en la expresión de BRAF entre SE primarios y metastásicos (Gráfico 16A). 
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Además, la sobreexpresión de BRAF tampoco se asocia en SE con peor 

pronóstico (Gráfico 16 B y C). 

 

Gráfico 16. La sobreexpresión de BRAF no se asocia a metástasis ni 

tampoco a peor pronóstico. (A) análisis de la varianza con un factor (ANOVA) 

(p=0.56) entre 64 tumores primarios y 14 metastásicos. (B) Curvas de Kaplan-

Meier mostrando que la sobreexpresión de BRAF no se asocia a peor pronóstico.  

 

El estudio in silico de la expresión de TP53 no reveló diferencias 

significativas ni entre tumores primarios y metastásicos, ni tampoco como 

valor pronóstico en supervivencia libre de progresión ni global, por lo que la 

mayor tendencia de sobreexpresión que observamos en tumores 

metastásicos no es significativa o simplemente las diferencias observadas 
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inmunohistoquímicamente (sobreexpresión de la proteína) no se 

corresponden a diferencias en la expresión de mRNA de TP53 como 

veremos más adelante en la discusión.  

Aunque nuestros resultados no muestran cambios significativos en 

los niveles de expresión de LSD1 que se asocien a variables clínicas o a 

cambios de expresión en los sucesivos pases de los xenoinjertos, su 

intensa expresión en más del 50% de los casos sugiere que su 

sobreexpresión es un mecanismo frecuente en SE para alterar la 

epigenética del tumor y por tanto, inhibidores como HCI-2509 podrían 

constituir un tratamiento eficaz alternativo a la terapia convencional en 

caso de recaída. Con objeto de validar esta hipótesis, hemos realizado un 

estudio in silico de supervivencia libre de progresión y global (Gráfico 17). 

Este estudio confirma que la sobreexpresión de LSD1 se asocia a peor 

pronóstico. 

     

 

Gráfico 17. La sobreexpresión de LSD1 (KDM1A) se correlaciona 

significativamente con peor supervivencia libre de progresión (A; p=0.0007) y 

peor supervivencia global (B; p=0.001) en SE.  
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5.- DISCUSIÓN 
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 En la actualidad siguen siendo la morfología y un amplio estudio 

inmunohistoquímico las herramientas fundamentales para orientar 

adecuadamente el diagnóstico del sarcoma de Ewing. Estos estudios 

necesitan de la complementariedad de estudios moleculares para un 

diagnóstico definitivo y veraz, así como para excluir definitivamente otros 

diagnósticos diferenciales que forman parte del espectro morfológico de los 

sarcomas de células redondas y  que comparten marcadores 

inmunohistoquímicos. 

 Las mejoras técnicas en las determinaciones moleculares han 

permitido optimizar al máximo el material recibido para el diagnóstico en 

los Servicios de Anatomía Patológica. No sólo se realizan con material 

congelado, que sigue siendo lo deseable, sino también a partir de 

improntas de tumores y bloques de parafina con la misma validez y 

fiabilidad, de forma que facilitan enormemente la rutina de trabajo.  

 La inclusión de técnicas de trabajo como los TMA ha facilitado el 

estudio de numerosos tumores en una sola laminilla, economizando en 

tiempo y recursos. Este es el motivo principal por el que se ha elegido esta 

metodología para nuestro trabajo, debido a que se iban a estudiar muchos 

pases y muchos marcadores. El hecho de incluir un área concreta y 

deseada del tumor facilita enormemente la lectura de técnicas de 

hibridación in situ como FISH. Hay que tener en cuenta que para eliminar 

el sesgo de selección del tumor, se deben incluir varios cilindros de las 

distintas áreas tumorales que permitan estudiar la heterogeneidad 

fenotípica. Los casos en los que se pretenda estudiar la interacción de las 

células tumorales con el estroma deben incluir dichas células estromales 

para la evaluación de determinados marcadores inmunohistoquímicos. La 

desventaja observada en la utilización de tantas técnicas sobre los TMAs 

es que el material se acaba agotando y se pierden algunos cilindros y por 



126 

 

tanto información de algunos pases. No obstante, la inclusión de varios 

cilindros de cada pase minimiza dicha desventaja.   

 No es objeto de este estudio evaluar la idoneidad de las técnicas 

moleculares para el diagnóstico del sarcoma de Ewing. No obstante, se 

realizó de forma fiable y segura FISH con la sonda EWSR1 break apart de 

DAKO sobre TMA y RT-PCR en el tumor original antes de empezar el 

estudio; así como en aquellos casos no valorables por FISH. En ocasiones, 

sarcomas distintos desde el punto de vista clínico y morfológico muestran 

reordenamientos que implican al mismo gen. Por ello, si dudamos del 

diagnóstico y queremos saber exactamente cuál es la pareja de fusión del 

gen EWSR1, es necesario utilizar sondas de fusión (EWSR1-FLI1 o 

EWSR1-ERG) o en su defecto RT-PCR, según se disponga en cada 

laboratorio. Estas dos técnicas son fundamentales para casos infrecuentes 

de TFSE en que otros genes son pareja de fusión de EWSR1 y para 

detectar las entidades recientemente descritas con reordenamiento de los 

genes CIC-DUX4 y BCOR-CCNB3. 

  

 5.1. Caracterizar in vivo una serie de TFSE, tanto en su 

forma original como a lo largo de los pases una vez 

xenotransplantados, para  detectar posibles cambios en la morfología. 

 No hemos observado cambios significativos en la morfología de los 

tumores a lo largo de los pases, de tal forma que la morfología original se 

mantenía en ellos (181-183, 192). Este hecho refuerza la utilidad de los 

xenotrasplantes en el estudio del cáncer y en particular, en neoplasias 

poco frecuentes como son los sarcomas.  

 Sí se ha observado la aparición de pseudorosetas en un caso de 

PNET (caso 8) que originariamente eran menos evidentes, aunque 

presentes y de forma esporádica, en algún pase, cómo la morfología de los 
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SE atípicos recordaba a un SE convencional, sin llegar a ser la morfología 

predominante en ningún pase; hecho que apoyaría que a pesar de su 

apariencia morfológica son parte de una misma familia (3, 5). La firma 

genética que define a estos tumores, tampoco se ha visto modificada a lo 

largo de los pases, tal y como se ha demostrado con la realización de FISH 

utilizando la sonda break apart que detecta el reordenamiento del gen 

EWSR1 (resultados no mostrados).  

  

 5.2.- Validar una plataforma experimental animal y estudiar la 

biología tumoral en ratones atímicos. 

 Los xenotrasplantes derivados de pacientes (PDX de las siglas en 

inglés patient derived xenografts) son una plataforma experimental de 

utilidad porque conservan las características morfológicas, fenotípicas y 

genotípicas del tumor original, así como su heterogeneidad y su respuesta 

al tratamiento (186). A este respecto son preferibles a los cultivos 

celulares, en que existe una selección celular, adaptación celular al medio 

de cultivo, estrés y cambios genéticos debidos a la tripsinización en los 

sucesivos pases y una pérdida de heterogeneidad, a la vez que no 

permiten estudiar la interacción del tumor con el estroma (193). 

Al mismo tiempo, los PDX nos permiten diseñar biomarcadores de 

respuesta al tratamiento y el desarrollo de nuevas terapias que nos ayuden 

a realizar una medicina personalizada y de precisión (112).  

 De esta forma, con nuestra experiencia hemos podido validar dicha 

plataforma, aportando nuevos datos a la evolución en la expresión de 

determinados biomarcadores y a la estabilidad tanto a nivel morfológico, 

como molecular. Hemos observado que el número de pases 

alcanzado de los PNET creciendo en los animales es inferior a los 

convencionales, con una media de 4 pases en los PNET y de 19 en los 
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convencionales. Esta diferencia es estadísticamente significativa, pero 

debe considerarse con prudencia a la hora de extraer conclusiones más 

allá de nuestra serie, porque el número de casos PNET xenotrasplantados 

y con crecimiento, es muy bajo. En cambio, la velocidad de crecimiento en 

los grupos y el patrón de crecimiento, es similar. Siendo el primer pase el 

más lento, en el que ocurre el prendimiento del tumor en el animal y 

homogeneizándose el tiempo en los posteriores pases. Todos los tumores 

se pasaron a un nuevo animal cuando alcanzaron un volumen fijo de 

1,5cm. El tiempo medio de pase en nuestros experimentos es de un pase 

cada mes. De tal forma que en los pases intermedios el tumor crece a una 

velocidad constante, siendo el tiempo entre pases similar para un volumen 

tumoral constante. En el momento que este tiempo entre pases es 

superior, podemos predecir que el tumor no va a crecer más en el ratón y 

el experimento ha llegado a su fin. Éste fenómeno no ha sido estudiado 

con anterioridad y puede ser de utilidad en el mantenimiento de una 

plataforma animal. No se detectó cambio en la morfología, ni en el índice 

proliferativo (Ki67) que permitan predecir cuándo los pases han llegado a 

su fin.  

 Este es el primer trabajo que describe la biología tumoral del SE 

xenotrasplantado, determinando el tiempo inicial, el tiempo entre pases y el 

tiempo final en una experiencia y puede resultar de utilidad en sucesivos 

trabajos.  
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 5.3.- Estudiar la posible presencia de metástasis realizando el 

estudio autópsico de cada uno de los animales.  

 En cuanto a la utilidad del modelo animal en el estudio de 

metástasis, este modelo no ha demostrado ser útil. Ninguno de los casos 

presentó metástasis a pesar de presentar metástasis precoces en la 

clínicay cuando se utilizan otras vías de inoculación, como son la 

intravenosa (194) o la intraabdominal perirrenal (195), que deben ser 

priorizadas si el objetivo del trabajo es generar metástasis 

 

 5.4.- Conocer los principales marcadores 

inmunohistoquímicos disponibles para el diagnóstico de los TFSE, 

así como su robustez en los distintos subtipos histológicos y a lo 

largo de los pases. 

 A pesar de que se conocen los marcadores inmunohistoquímicos 

que se han perfilado como característicos de los TFSE (CD99, FLI1, HNK1 

y CAV1) y se han estudiado en series amplias (3), no se conoce hasta el 

momento su evolución en el tiempo, ni su posible variación en recidivas y 

metástasis con respecto al tumor original. Tampoco se conoce si existen 

diferencias de expresión en las distintas formas de presentación clínica del 

tumor. De ahí la utilidad del estudio de dichos marcadores en nuestra serie 

y utilizando xenotrasplantes. 

 La mayoría de nuestros casos ha presentado positividad para CD99 

(13 de los 16 casos presentan más del 30% de expresión siendo ésta 

intensa, con una media de 95% de expresión) independientemente del 

subtipo histológico. CD99 es un marcador constante, tal y como ha sido 

descrito en la literatura en grandes series de SE (3). Aunque la expresión 

estromal de CD99 se ha asociado a pronóstico en tumores epiteliales 
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(196), la expresión en tumores de la familia de Ewing no tiene ningún 

impacto significativo en la supervivencia (197). Sin embargo, la expresión 

de membrana de CD99 es muy característica de estos tumores y aunque 

no exclusiva, es una herramienta esencial en el diagnóstico de estos 

sarcomas (198). No obstante no es estrictamente necesaria para su 

diagnóstico, porque aunque escasos, se han descrito SE CD99 negativos, 

confirmados genéticamente (3). En nuestra serie, 3 casos (caso 7, 10 y 

14), cada uno con una morfología distinta, han presentado positividad baja 

y fundamentalmente citoplásmica para CD99, siendo casos típicos de SE a 

otros respectos como son datos clínicos de aparición, morfología y 

citogenética. Hallazgo a tener en cuenta en el diagnóstico de rutina de este 

sarcoma. La expresión de CD99 también se detecta en otras neoplasias 

que están en el espectro morfológico diferencial del SE, como la leucemia 

linfoblástica u otros sarcomas de células redondas, como son el sarcoma 

sinovial, el rabdomiosarcoma o el osteosarcoma de células redondas (3). 

La expresión de CD99 en osteosarcomas podría tener un papel 

oncosupresor a través de la regulación de caveolina y la inhibición de la 

quinasa SRC (199). 

 El 87% de los casos, tal y como hemos visto en resultados, fueron 

positivos para FLI1, siendo no obstante su positividad heterogénea y 

parcheada; sin diferencias estadísticamente significativas entre los 

subtipos. La tinción nuclear del anticuerpo FLI1 fue considerada de gran 

utilidad inicialmente en el diagnóstico de TFSE (198), pero diversas 

publicaciones posteriores lo desmienten dada su baja especificidad (36). 

La elevada expresión en nuestra serie, con positividades relativamente 

elevadas (intensidad 3 fundamentalmente) y difusas (entre el 60 y 80% del 

tumor), apoyaría al papel oncogénico de la sobreexpresión de FLI1. No 

obstante existen casos como 7, 10 y 13 en que la expresión es inferior al 

50%, hecho a tener en cuenta en el diagnóstico diario de los SE si 
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utilizamos este marcador. Debido a la complicada red de señales que 

llevan a la regulación transcripcional de FLI1 (200), es posible que algunas 

de ellas tengan especial relevancia en los frecuentes casos de SE con 

FLI1 sobreexpresado. 

 La expresión de HNK1 fundamentalmente citoplásmica y en 

refuerzo de Golgi, suele estar presente en el SE y es equiparable a la de 

FLI1; siendo elevada aunque heterogénea dentro del tumor. Expresiones 

similares se han demostrado también en series largas, entorno al 53% de 

positividad para HNK1 y 89% para FLI1 en la serie de A.Llombart-Bosch (3) 

(con 415 SE genéticamente confirmados) y 94% de FLI1 en la serie de AL 

Folpe et al (50). Se ha descrito que HNK1 actúa como supresor tumoral en 

astrocitomas, reduciendo la migración y la activación de señales 

mitogénicas (201). No obstante, no se ha asociado la expresión de HNK1 a 

pronóstico en SE y tampoco es específica, habiéndose descrito en otros 

casos de TCRA, motivo por el que pensamos que su aplicación al 

diagnóstico no es todo lo robusto que se pensaba inicialmente.  

 Todos los casos a excepción de uno (caso 14), presentaron 

positividad elevada a la caveolina (superior al 60%; siendo la mayoría 

superior al 80%), sin existir diferencias estadísticamente significativas entre 

los subgrupos morfológicos, ni variaciones a lo largo de los pases. 

Nuestros resultados confirman los de otras grandes series anteriormente 

citadas, sin ser exclusiva su expresión de estos tumores, pudiendo 

presentarse en otros sarcomas (202) y carcinomas como el carcinoma de 

esófago (38) o el carcinoma de pulmón (39). No obstante, su expresión 

dentro del grupo de los TCRA es elevada, siendo mayor que en otros 

casos, como neuroblastomas, sarcomas sinoviales indiferenciados, 

condrosarcomas y osteosarcomas.  

 El gen que la codifica CAV1 ha sido descrito anteriormente como 

uno de estos genes diana en el SE, implicado en la promoción de la 
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proliferación celular (41), la angiogénesis (42), la aparición de metástasis 

(43) y de resistencia a la quimioterapia (44). En nuestra serie no hemos 

visto una mayor expresión en los casos metastásicos, ni en la metástasis 

con respecto a su tumor original.  

 Nuestros resultados identifican a caveolina, junto a CD99, como los 

marcadores más sensibles y específicos de SE, coincidiendo también con 

series más amplias descritas en la literatura (3). Es por tanto la 

combinación de estos 4 marcadores (CD99, FLI1, HNK1 y CAV1) los que 

confieren positividad en el 99% de los casos y permiten realizar una 

aproximación diagnóstica fiable.  

 Nuestros casos presentan una positividad baja a la ezrina, con la 

excepción de los casos 2 y 16 que presentaron positividad del 40 y 50%, 

respectivamente. El 45% de los casos han resultado completamente 

negativos y el 40% con positividad en menos del 10% de las células. 

Resultado que se correlaciona con lo que ha sido descrito en la literatura y 

que permite el diagnóstico diferencial con otros sarcomas de similar 

localización (como los osteosarcomas) y que en ocasiones pueden 

presentar morfología de células redondas (67).  

 Ninguno de nuestros casos ha presentado positividad para ERG 

utilizando el clon 9FY, que detecta la porción N-terminal. Este clon ha 

demostrado mayor especificidad para aquellos casos en los que existe la 

fusión EWSR1-ERG, con menor porcentaje de positividad en aquellos 

casos con la fusión EWSR1-FLI1 (27).  

Los TFSE pueden expresar marcadores epiteliales hasta en un 20-

30% de los casos, aunque no han sido relacionados con un valor 

pronóstico y conocerlo resultaría de utilidad para realizar un adecuado 

diagnóstico. Revisando las series publicadas, los porcentajes varían entre 

el 20% de Gu et al, el 31,7% de Collini et al, el 35,7% de Folpe y el 39% de 

Elbashier SH et al. La diferencia radica en el anticuerpo utilizado y en el 
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clon; siendo la más frecuente CKAE1-AE3 y en menor proporción EMA. En 

nuestra serie, los casos han presentado una positividad que es acorde a lo 

anteriormente publicado. Hemos añadido marcadores más actuales como 

son la ocludina y la desmoplaquina, que han sido relacionados con la 

interacción del epitelio (en este caso de las células neoplásicas) con el 

mesénquima (el estroma circundante). En nuestra serie, los casos han 

resultado negativos, algo que contradice los resultados de series amplias 

como la de nuestro grupo (3), en que no sólo fueron positivos sino que se 

relacionaban con aquellos casos diseminados en el momento del 

diagnóstico. Esta ausencia de expresión podría ser explicada por la 

diferente interacción entre el tumor y el estroma, que en caso de la serie 

amplia era humano y en la nuestra, animal.  Este resultado necesita de 

series más amplias en xenotransplantes para ser confirmado. 

En cuanto a la diferenciación neural, es evidente aunque no 

exclusiva en los PNET, debido a la formación de rosetas así como a la 

expresión de determinados marcadores de estirpe neural  como la proteína 

S100, pudiendo ser positiva en los TFSE, en los tumores condrales 

indiferenciados y en el liposarcoma de células redondas.  Otros 

marcadores como el SOX9, descrito en los primeros, permitiría 

diferenciarlos. La expresión de S100 es aunque irregularmente distribuida, 

más frecuentemente observada en los liposarcomas de células redondas. 

La utilización de otras técnicas, como el PAS o moleculares, pueden 

resultar de gran ayuda para distinguir este tipo de tumores. 
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 5.5.- Estudio de la expresión de marcadores biológicos y vías 

de señalización relevantes en el SE. 

 Debido a que nuestra serie es limitada, desde un punto de vista de 

utilidad práctica hemos preferido comentar cada uno de estos marcadores 

en los siguientes apartados. 

 

 5.6.- Evaluar las diferencias de expresión de biomarcadores 

entre tumores inicialmente localizados y metastásicos para detectar 

posibles diferencias fenotípicas que justifiquen una distinta 

agresividad clínica entre ambos. 

 Hemos observado en los resultados que de todos los marcadores 

evaluados, sólo el SA2 se expresa de una forma significativamente menor 

en los tumores con debut metastásico que en los inicialmente localizados.  

SA2 

SA2 es una proteína del grupo de las cohesinas que participa en la 

separación de los centrómeros (117), de tal forma que su inactivación 

provoca aneuploidía en el cáncer humano (118) y un peor comportamiento 

clínico, tal y como se ha observado en el cáncer de mama (119) y en el 

sarcoma de Ewing (120). El grupo de Brohl revela  que la ausencia de 

expresión de SA2 se correlaciona con la mutación del gen, hecho que 

ocurre fundamentalmente en tumores de estadios avanzados. Es 

interesante observar cómo en nuestros casos la expresión ha sido inferior 

en los casos que clínicamente tenían peor pronóstico, los casos 

inicialmente metastásicos. Al añadir la casuística del grupo de Savola en el 

estudio in silico, se observa una mayor supervivencia global y libre de 

progresión en aquellos casos con mayor expresión de SA2, lo que orienta 

a su valor predictivo de peor pronóstico clínico en caso de pérdida de 

expresión, apoyando su actividad biológica como supresor tumoral. 
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Determinar su expresión en la práctica clínica diaria podría resultar de 

interés para determinar qué casos van a ser negativos y por tanto 

presentar un peor pronóstico clínico.  

Las expresiones de PARP1 y SIRT1 han sido diferentes pero no 

significativas en los distintos grupos clínicos, aunque sí resultaron 

significativas en el estudio in silico. El primero ha mostrado una expresión 

superior en las metástasis, mientras que SIRT1 ha sido menos expresado 

en este grupo.  

P53 no ha resultado estadísticamente significativo al añadir la serie 

de Savola, por lo que nuestros resultados deben considerarse con cautela 

por ser una serie limitada. No obstante, no es de extrañar que la apoptosis 

esté alterada en los casos clínicamente más agresivos, con un peor 

funcionamiento de p53 y una mayor expresión de PARP1. Esta alteración 

de la vía apoptótica se debe a una hipersensibilidad a los complejos ADN-

PARP que impiden a la célula entrar en apoptosis, no a un defecto de 

reparación del ADN tal y como definió Gill S (111). 

PARP1 

Nuestros casos han demostrado altos niveles de expresión de 

PARP1, algo que era esperable dado que todos presentan la fusión 

EWSR1-FLI1 (110). Hasta el momento se habían estudiado los 

mecanismos de actuación de los inhibidores de PARP (PARP1i), su acción 

in vitro e in vivo (112) pero no su expresión en el tiempo o su cambio de 

expresión en la evolución del tumor. Es importante conocer cuándo dicha 

expresión está presente, para prever si estos inhibidores serán efectivos o 

no. En nuestra serie se ha observado una mayor expresión en los casos 

inicialmente metastásicos con respecto a los originalmente localizados, sin 

ser esta diferencia estadísticamente significativa, pero sí al añadir los 

casos de la serie de Savola. Es interesante conocer la expresión de PARP 

ya que las células que expresan estas proteínas quiméricas muestran un 
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reducido crecimiento cuando son tratadas con Olaparib (potente inhibidor 

de PARP1 y PARP2). Existe un aumento de roturas de ADN en los TFSE 

debido a la fusión EWSR1-FLI1, algo que se potencia utilizando los 

inhibidores de PARP, reduciendo así la supervivencia celular y por tanto, el 

crecimiento celular y la capacidad de invasión y metástasis de dichas 

células. Olaparib asociado a la quimioterapia convencional utilizada en el 

SE, como la temozolomida, reduce significativamente el crecimiento 

tumoral in vitro frente a cualquiera de los dos de forma aislada (112). De 

hecho, este tratamiento ha sido ya utilizado en segunda línea en casos 

altamente agresivos demostrándose como potenciador del efecto de la 

quimioterapia aislada (114). Recientemente, los estudios preclínicos de 

olaparib combinado con irinotecan o con temozolomida en SE han 

mostrado ser altamente sinérgicos, abriendo la posibilidad de su uso en 

tratamientos más efectivos en SE (112, 203). En la actualidad hay un 

ensayo clínico fase I abierto para el tratamiento de SE con olaparib y 

temozolomida o irinotecan (NCT01858168), un fase II para muchos 

tumores pediátricos incluyendo SE (NCT03233204) y un fase I para SE en 

recaída con Niraparib (NCT02044120), otro inhibidor de PARP que 

presenta mayor sinergismo combinado con irinotecan o temozolomida. 

p53 

No podemos asumir que exista una mutación asociada al aumento 

de expresión de p53 sin estudiar su estado mutacional, porque tal y como 

se ha demostrado, no existe correlación entre la sobreexpresión detectada 

por inmunohistoquímica y el estado mutacional del gen (126). Son 

numerosas las vías de inactivación de este gen supresor tumoral, por 

mutaciones en línea germinal (204), mutaciones puntuales adquiridas 

(205). También se ha descrito la pérdida de función sin mutación debido al 

control negativo de reguladores de la proteína p53, como la amplificación 

de MDM2 (206), o incluso por la pérdida de control de MDM2, debido la 
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pérdida de expresión de p14ARF por deleción o silenciamiento de su locus 

genético CDKN2A, un inhibidor del eje p53-MDM2 (207).  

Así mismo, las alteraciones de TP53 no se consideran un marcador 

pronóstico estable, dado que los resultados en las series han sido 

contradictorios (58, 125, 130, 132); no demostrándose diferencias 

significativas en las grandes series, entre presencia o no de mutación y 

evolución clínica adversa (58, 130, 132). Se ha observado mayor expresión 

de p53 en los PNET que en el resto de subtipos morfológicos de los TFSE 

(132), hallazgos no relacionados con un peor comportamiento clínico. En 

nuestra serie, también la mayor expresión se ha observado en los PNET, 

sin existir diferencias estadísticamente significativas, ya que sólo uno (caso 

8) de los 3 (casos 8-10) presenta una expresión superior al 50%, siendo el 

resto negativos. No existe tampoco relación con un peor comportamiento 

clínico porque el caso 8 es de los inicialmente localizados. El grupo de los  

inicialmente metastásicos (casos 6, 7 y 16) muestran, por otra parte 

expresión baja y variable; 5%, 15% y 0% respectivamente, aunque 

discretamente superior a los localizados inicialmente, sin ser estos 

resultados estadísticamente significativos. Es interesante el resultado en el 

caso 5 que es negativo, mientras que en el 6, su metástasis, es positivo. 

Aunque sea un bajo porcentaje (5%) puede hipotetizarse que se trata de 

un evento no inicial en la oncogénesis del SE, aunque sí podría ser de 

interés en su evolución.  

El estudio in silico de la expresión de TP53 tampoco reveló 

diferencias significativas entre tumores primarios y metastásicos, ni 

tampoco como valor pronóstico en supervivencia libre de progresión, ni 

global, por lo que la mayor tendencia de sobreexpresión que observamos 

en tumores metastásicos no es significativa o simplemente las diferencias 
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observadas inmunohistoquímicamente (sobreexpresión de proteína) no se 

corresponden a diferencias en la expresión de mRNA de TP53.  

Ki67 

El estudio del índice proliferativo (Ki67) no ha demostrado 

diferencias estadísticamente significativas entre casos localizados y 

metastásicos nuestra serie. En cambio cuando se ha analizado el  Ki67 

mediante un modelo de regresión beta mixto, considerando todos los 

pases en los xenotrasplantes, agrupados por debuts clínicos sí se observa 

un índice mayor en los casos metastásicos que en los localizados. Este 

resultado apoyaría a que estos tumores de debut clínico localizado son 

biológicamente menos agresivos y con menor capacidad replicativa. Sería 

necesaria una serie más amplia para poder determinar un valor de corte 

que permita predecir el comportamiento clínico, porque su valor pronóstico 

ya ha sido demostrado (132). En nuestra serie no ha sido posible extraer 

dicho punto de corte, ya que tenemos casos inicialmente localizados con 

Ki67 elevados (caso 12 con un 90% de expresión) y casos metastásicos 

con Ki67 bajos (caso 16 con un 20% de expresión).  

No obstante, sí se han visto diferencias estadísticamente 

significativas entre los subtipos morfológicos, algo que no había sido 

estudiado con anterioridad. Los SE atípicos presentan porcentajes de 

expresión de Ki67 más elevados, sin ser significativamente superiores a 

los de los clásicos; en cambio, sí a los PNET, que presentan los 

porcentajes más bajos de expresión. No obstante es la morfología y no el 

porcentaje de expresión el que nos hará decidirnos por un diagnóstico y no 

otro. 

Son necesarias series más amplias para confirmar estos resultados 

y establecer un valor de corte del Ki67 que separe un grupo que 

clínicamente vaya a ir bien, de otro que no. De momento, el Ki67 no ha 

logrado sustituir al contaje de mitosis por 10 campos en la práctica diaria, 
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ni en las clasificaciones, ni en las gradaciones internacionales. No 

obstante, resulta orientativo y de utilidad en el diagnóstico de los tumores 

(128).  

En los TFSE se ha descrito una expresión variable e irregular según 

las series (132, 133), siendo un  factor pronóstico independiente en la serie 

de López-Guerrero, concretamente en los casos de SE inicialmente 

localizado, con una mayor supervivencia libre de enfermedad (SLE) y 

supervivencia global (SG). 

 

 5.7.- Evaluar el cambio de expresión de los marcadores en los 

pases. 

 En  4 de los marcadores la evolución de los pases es 

estadísticamente significativa: BRAF, HES1, pmTOR e YB1, tal y como 

hemos visto en resultados (página 101), aunque sólo en el caso de YB1 

era el cambio lo suficientemente grande como para ser considerado. 

 YB1 

 En los sarcomas se ha demostrado que la expresión de YB-1, 

tanto en cultivos celulares como en xenotrasplantes, se relaciona 

con una mayor capacidad metastásica (144). En nuestra serie se ha 

observado también una mayor expresión de YB1 en el caso 6 (la 

metástasis) que en el 5 (el original). No obstante no existen 

diferencias estadísticamente significativas entre los tumores 

inicialmente localizados y los metastásicos, con casos de expresión 

muy marcada y negativos en ambos grupos,. Al añadir la casuística 

del grupo de Savola, sí se observa una relación de la expresión de 

YB-1 a peor pronóstico (Gráfico 13).  
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 Es interesante observar cómo la expresión es en nuestra serie 

o muy elevada o negativa totalmente, sin que se haya podido 

relacionar ni con la SG, ni SLE, ni con el número de pases. 

Adicionalmente hemos observado una reducción en la expresión a lo 

largo de los pases sin llegar a ser negativa en ningún momento.  

 BRAF 

 Nuestros casos no muestran apenas expresión de BRAF, con 

ningún caso de positividad moderada o intensa. La expresión de BRAF en 

los sarcomas se ha estimado baja (208), sin observarse diferencias 

significativas ni entre los subtipos clínicos (166), ni morfológicos (según 

resultados en nuestra serie). El único grupo que ha estudiado esta 

expresión por inmunohistoquímica, Ahmed y colaboradores (166) muestra 

un resultado similar en su serie, con una positividad moderada en el 3% de 

los casos y débil y aislada en un 68%.  En nuestros casos la positividad 

ocasional definida como 1 está presente en el 40% de los casos, un 

porcentaje inferior al de su serie y no se han observado diferencias 

estadísticamente significativas ni entre debuts clínicos distintos, ni en 

subtipos morfológicos distintos. Este hecho orienta a que la expresión de 

BRAF no es útil en el diagnóstico, ni como predictor de comportamiento 

clínico; aunque sí podría ser interesante su determinación en la evolución 

del sarcoma, en recidivas y metástasis, porque en nuestra serie además 

del aumento con los pases, hemos visto un discreto aumento de la 

expresión en el caso 6 con respecto a la expresión en el tumor original. No 

obstante es tan baja que deberíamos comprobar si realmente dicha 

expresión traduce una mutación en el exón V600E del gen BRAF y en caso 

de haberla, sería susceptible de ser tratado con inhibidores que como el 

melanoma, presenta unos resultados prometedores. Estos resultados 

deben ser estudiados en series más amplias para confirmar si la mayor 
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expresión es real en las metástasis y puede adquirirse la mutación de 

BRAF como evento secundario, porque supondría un avance en el 

tratamiento del SE. Es interesante también el aumento de expresión a lo 

largo de los pases, pero de nuevo, la serie estudiada es reducida. 

Desconocemos si pudiera estar relacionada con la aparición de mutación 

V600E caracterizada en otro tipo de tumores como melanoma. La 

sobreexpresión de BRAF pudiera ser un mecanismo alternativo a la 

mutación que igualmente conllevaría la activación constitutiva de las 

MAPK. 

 

 5.8.- Detectar cambios en el fenotipo de un tumor con respecto 

a su metástasis. 

 Se han comparado la expresión de los distintos marcadores entre el 

caso 5 (tumor primario) y 6 (metástasis) procedentes del mismo paciente, 

con el fin de detectar cambios de expresión en alguno de ellos. Como sólo 

disponemos de una muestra pareada con diferente número de pases, 20 

en el original y 40 en la metástasis, se ha corregido la aleatoriedad que 

esto pudiera generar, tal y cómo se ha explicado en el apartado de material 

y métodos. Aunque las conclusiones no son extrapolables a los TFSE por 

tratarse de una única muestra pareada, sí se han encontrado cambios en 

el fenotipo del tumor. 

 Nuestros resultados revelan la diferente expresión de los 

marcadores, tanto en el tumor original como en la metástasis (gráfico 4). 

De todos ellos, sólo pmTOR se expresa menos en la metástasis que en el 

tumor primario de forma estadísticamente significativa. Esta expresión 

diferencial ha sido relacionada con un peor pronóstico (85) sin observarse 

cambios significativos en la expresión de pAKT. Estos resultados 

aparentemente contradictorios pueden ser justificados por el hecho que 
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AKT tiene un efecto pleiotrópico en la célula e interviene en numerosas 

vías de señales además de la fosforilación directa de pmTOR. 

Alternativamente, mTOR forma parte de dos complejos distintos: TORC2 

por encima de AKT y TORC1 por debajo. Este resultado apoya lo que ya 

ha sido descrito en la literatura (85) que existen vías que activan mTOR en 

el complejo TORC1 por debajo de AKT, mediante la kinasa p70S6 que es 

la que realmente determina la agresividad de la vía.  

 Resulta interesante la reducción de expresión en SA2 que cómo 

hemos revisado con anterioridad está asociado a un peor pronóstico. Otro 

resultado igualmente interesante es la pérdida de expresión de SIRT1, 

junto a un aumento de expresión en p53. Teniendo en cuenta que SIRT1 

desacetila a p53 su pérdida de acción podría justificar una activación de 

p53. Otras proteínas como HES y FOXO1 muestran una pequeña 

reducción en su expresión, no han resultado estadísticamente 

significativos.  

 ERBB4 

 Al igual que con BRAF, observamos que la expresión de ERBB4 

pasa de un predominio de 0 en el tumor primario a una expresión  entorno 

al 10%, en la metástasis. Este hallazgo es concordante con la literatura en 

la que se ha demostrado que la activación de la tirosina quinasa ERBB4 

suprime anoikis, evitando la muerte celular, e induciendo quimiorresistencia 

in vitro (96), a la vez que existe sobreexpresión en líneas celulares 

derivadas de SE metastásicos (97). 

ERBB4 aumenta, por tanto la invasión tumoral y la metástasis in vivo, a la 

vez que se correlaciona significativamente con la reducción en la 

supervivencia libre de enfermedad. Hallazgos que confieren una nueva 

opción terapéutica en el SE bloqueando la vía ERBB4-PI3K-Akt-FAK-Rac1 

asociada a enfermedad agresiva en ES (97). 
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 Así mismo dicha expresión de ERBB4 se ha correlacionado con la 

histología de los tumores neuroblásticos y su sobreexpresión a 

enfermedad metastásica (209).  

 Las principales moléculas implicadas en el mecanismo anti-

apoptosis en los TFSE son CD117, factor de células madres (SCF), CD95 

(FAS), CD95L (FASL), BCL2, caspasa8 y el receptor del factor de 

crecimiento insulínico (IGF1R). 

BCL2  

En los SE puede existir expresión de BCL2 (57). En nuestra serie 

11 de los 16 casos han demostrado expresión en proporciones muy 

variables, hecho a tener en cuenta para el diagnóstico diferencial de los SE 

con otros sarcomas de células redondas, como el sarcoma sinovial, que sí 

la expresan o el rabdomiosarcoma, que no la suele expresar. En nuestra 

serie existe mayor expresión en los SE atípicos que en los clásicos y los 

PNET, hallazgo que no había sido descrito hasta la fecha. Dicha expresión 

más allá de tenerla en cuenta para un adecuado diagnóstico, está en 

relación al papel que ocupa el gen BCL2 en la biología del tumor. BCL2 se 

ha descrito como un gen clave en el sarcoma de Ewing, que interviene en 

la apoptosis y se ve alterado por multitud de fragmentos no codificantes de 

ARN. Tal y como describe Parafioriti et al (145) es una potencial diana 

terapéutica clave en la proliferación celular tumoral y en la respuesta al 

tratamiento quimioterápico. De los 58 miRNAs deregulados en el SE, 8 

interferían con la expresión de BCL2. Entre estos miRNA son mi181b y 

Let7 los más expresados en Ewing, con más de un 90% de los casos 

positivos, por lo que sería interesante conocer su expresión para el 

tratamiento.  

En condiciones normales BCL2  bloquea la vía intrínseca de la 

apoptosis, uniéndose e inhibiendo proteínas proapoptóticas que facilitan la 

apertura de poros mitocondriales, como son BAX, BAK, BID, BAD, BIM, 
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BIK, BLK y PUMA (55). El equilibrio de estas interacciones modula la 

permeabilidad de la membrana mitocondrial facilitando o inhibiendo la 

apoptosis. En condiciones de estrés celular o daño al ADN, la 

sobreexpresión de BAX por TP53 desplaza el equilibrio hacia la apoptosis 

(56). En diversos tumores como el sarcoma de Ewing, la sobreexpresión 

de BCL2 reduce la permeabilidad de la membrana mitocondrial, inhibe la 

apoptosis y las células sobreviven y crecen descontroladamente (57). 

Las formas en que se puede alterar la expresión de BCL2 son 

variables, una de ellas es mediante la expresión aberrante de diversos 

miRNA, producto de la presencia de alteraciones cromosómicas, o 

mediante el efecto de la propia quimioterapia y radioterapia, una de las 

explicaciones posibles, de por qué se generan resistencias al tratamiento.  

Es interesante ver cómo en nuestra casuística BCL2 no se expresa en el 

tumor original, pero sí en cambio en la metástasis que sucede a tiempo 

posterior.  

Caspasa 8 

El receptor de muerte celular DR5 en cuya vía está implicada la 

caspasa 8 ha sido descrito como una posible diana terapéutica en los 

TFSE (66). Los autores demostraron que utilizando un agonista de DR5 

(conatumumab) inducían la apoptosis in vitro, en cultivos celulares de 

células de SE. De igual modo demostraron que se reducía la formación de 

tumores y se mejoraba la supervivencia al inocular líneas celulares 

sensibles a dicho tratamiento. Esta sensibilidad estaba relacionada con la 

expresión de caspasa 8, de forma que la línea celular KAD era la que más 

expresaba caspasa 8 y también la más sensible; no así en cambio la línea 

celular A4573, que no expresaba a penas caspasa 8 y fue la más 

resistente al tratamiento. Es esencial por tanto para utilizar el tratamiento 

con conatumumab. conocer la expresión de caspasa 8; sino podríamos 

estar añadiendo un tratamiento que aunque seguro, no es inocuo a unos 
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pacientes que no van a responder. Ésta es la explicación que dan los 

autores a que ensayos clínicos previos con conatumumab en sarcomas 

(86) no aportaran beneficios frente a Doxorubicina sola.   

En nuestra serie caspasa 8 ha sido poco expresada. Sólo 4 casos 

han presentado positividades bajas, entre el 5 y el 35% de todos los cores; 

el 98% de los casos de SE localizados y el 92% de los metastásicos de 

inicio, fueron negativos. Por lo que a priori sólo los casos 5, 6, 7, 11 y 16 

serían susceptibles de recibir el tratamiento con conatumumab.  

No existieron diferencias significativas entre distintos debuts 

clínicos, ni ampliando nuestra serie con el estudio in silico. No obstante con 

éste último sí se observó que aquellos casos con sobreexpresión de 

caspasa 8 presentaban mayor supervivencia.  

IGF1R-IGF 

El receptor del factor de crecimiento insulínico (IGF1R) está 

aumentado en los TFSE. La inhibición de la expresión de EWSR1-FLI1 

reduce la expresión de IGF1R (152). Por tanto, IGF1R ha sido considerado 

una diana terapéutica por debajo de EWSR1-FLI1 para el tratamiento del 

EWS. 

 Jaume Mora et al estudiaron la expresión de proteínas implicadas 

en vías de señalización en 45 TFSE y establecieron relación entre el 

pronóstico y la expresión de las mismas. De este modo encontraron como 

factores pronósticos negativos la presencia de metástasis y como factores 

positivos, la expresión de pmTOR y de p27KIP (85). Otras variables 

analizadas fueron cKIT, AKT, pAKT, IGF1R, IGFBP3, MAPK y p70S6 

quinasa, como siguiente paso en la vía de activación después de mTOR. 

En su serie, el 65% expresaron cKIT, el 62% pAKT, 24% pmTOR y el 93% 

IGF1R, respectivamente siendo independiente la expresión de pmTOR y 

p70S6, motivo por el que no se ha realizado en el presente estudio. Dicha 

expresión fue comprobada con un método cuantitativo, por 
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inmunotransferencia, con resultados comparables a los anteriormente 

citados del estudio inmunohistoquímico, lo que afianza la validez del 

estudio inmunohistoquímico. No se obtuvieron diferencias significativas en 

la expresión de cKIT ni en tumores primarios ni en metastásicos, ni 

tampoco se pudo relacionar con la supervivencia, tal y como hemos 

observado en nuestra serie, sin diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos grupos. 

 Otros autores como Ahmed et al, también estudiaron la expresión 

de dianas terapéuticas en 72 TFSE. Realizaron IHC de mTOR, VEGF, 

pAKT, NFkβ y BRAF. En su estudio no se demostró relación con la 

supervivencia, ni con la localización clínica de la neoplasia, a excepción de 

VEGF. Los bajos niveles de expresión de VEGF se relacionaron con un 

mejor pronóstico. Los autores encontraron baja expresión de mTOR (en un 

37% de los casos), siendo significativamente menor en aquellos casos 

cuya translocación era EWSR1-ERG, respecto a EWSR1-FLI1, algo que 

no podemos comprobar, dado que todos nuestros casos presentan esta 

última. En nuestros casos los porcentajes de expresión de PNET muestran 

menor expresión que los SE convencionales y atípicos. Aunque sería 

necesario un mayor número de casos para comprobarlo. Así mismo, se ha 

observado una pérdida de expresión a lo largo de los pases en todos los 

subtipos. Esta pérdida de expresión está en concordancia con lo que ha 

sido anteriormente descrito dado que a mayor expresión de mTOR mejor 

pronóstico (85). 

 La expresión de pAKT en la serie de Ahmed et al fue del 86%, 

mientras que en nuestro caso fue de 55%, sin observarse variación de 

expresión a lo largo de los pases en los animales, pero sí de entre los 

subtipos morfológicos, siendo significativamente menor la expresión en los 

PNET que en los SE convencionales y los atípicos.  
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 NFkβ fue expresado en el 55% de los casos de la serie de Ahmed 

et al, mientras que en nuestra serie la expresión nuclear es negativa. En 

sus casos no se observó relación con la superviviencia, pero sí con una 

localización clínica definida como de mayor agresividad, la pélvica. 

LSD1 

LSD1 es una histona desmetilasa que forma parte de complejos 

con actividad histona deacetilasa, por lo que es una proteína crítica en la 

regulación epigenética de la expresión de genes, así como en la migración, 

invasión y diferenciación celulares (revisado en  Thinnes et al., Biochim 

Biophys Acta. 2014 Dec; 1839(12): 1416–1432).Se han identificado 

inhibidores de LSD1 que podrían actuar como potenciales dianas 

terapéuticas como HCI-2509 y otros que actúan deacetilando (Vorinostat, 

Romidepsin) pero con peores resultados que el anterior. HCI-2509 tiene 

una notable eficacia y tolerabilidad como monoterápia in vivo y en SE se 

ha visto que bloquea la actividad transcripcional de las proteínas de fusión 

EWSR1-FLI y EWSR1-ERG y consecuentemente, la tumorogénesis 

(Sankar S, Theisen ER, Bearss J, Mulvihill T, Hoffman LM, Sorna V, 

Beckerle MC, Sharma S, Lessnick SL. Reversible LSD1 inhibition interferes 

with global EWS/ETS transcriptional activity and impedes Ewing sarcoma 

tumor growth. Clin Cancer Res. 2014; 20: 4584-97. doi: 10.1158/1078-

0432.CCR-14-0072.). Aunque nuestros resultados no muestran cambios 

significativos en los niveles de expresión de LSD1 que se asocien a 

variables clínicas o a cambios de expresión en los sucesivo pases de los 

xenoinjertos, su intensa expresión en más del 50% de los casos y su 

validación en nuestro estudio in silico apoyan que su sobreexpresión es un 

mecanismo frecuente en SE para alterar la epigenética del tumor y por 

tanto, inhibidores como HCI-2509 podrían constituir un tratamiento eficaz 

alternativo a la terapia convencional en caso de recaída. 
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 5.9.- Validación in sílico de marcadores diferencialmente 

expresados en distintas formas clínicas de SE o con variación a lo 

largo de los pases.  

 Los estudios realizados en la presente tesis doctoral han permitido 

establecer una plataforma PDX en SE, idónea para la identificación y 

validación de biomarcadores pronóstico o útiles para el tratamiento 

personalizado del SE. Los biomarcadores que hemos encontrado con 

mayor valor potencial pronóstico y terapéutico son Ki67, BCL2, Caspasa 8, 

PARP1, YB-1, ERBB4 y LSD1. No hemos podido validar in silico otros 

biomarcadores como pAKT y pmTOR por tratarse de modificaciones 

postraduccionales que ocurren pos3terior a la síntesis del mARN. 

Adicionalmente, hemos demostrado que el número de pases no altera las 

características inmunohistológicas ni morfológicas del tumor inicial, por lo 

que los modelos PDX constituyen una herramienta muy útil para el futuro 

tratamiento personalizado de estos tumores. La combinación de las 

plataformas PDX con cohortes externas más amplias, tanto prospectivas 

como las disponibles actualmente in silico, permiten estudios de 

biomarcadores y su posterior validación constituyendo una aproximación 

experimental integrada con gran proyección de futuro en el ámbito del 

descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas con valor pronóstico y de la 

implementación de la medicina de precisión. 

Un motivo del mayor rango de detección en la expresión de 

Caspasa 8 mediante el estudio in silico con arrays es la mayor 

sensibilidad de la detección del mARN frente a la 

inmunohistoquímica con anticuerpos. Se define como Ki67 de alta 

expresión a partir de lo que el programa de forma automática considera 

alta expesión de Ki67 en mARN.  
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 Este hallazgo junto con nuestros resultados que revelan el aumento 

de la expresión de PARP1 con los pases indica que la actividad de PARP 

tiene un doble papel en el cáncer, actuando como una barrera contra la 

tumorogénesis (presumiblemente al contribuir a la preservación de la 

estabilidad del genoma) y promoviendo la supervivencia una vez que los 

tumores se han establecido.  
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6. CONCLUSIONES 
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1. Los PDX en ratones atímicos constituyen un modelo experimental 

adecuado y útil para el estudio de la heterogeneidad biológica  de 

los sarcomas de Ewing.  

 

2. Confirmamos que la vía de inoculación  tumoral subcutánea en el 

ratón atímico resulta inadecuada para el estudio de las metástasis. 

 

3. La biología de estos tumores en los xenotrasplantes es similar, con 

un primer pase más lento, una velocidad de crecimiento constante y 

un último pase en que se altera dicho patrón estable, siendo la 

velocidad de crecimiento más lenta. 

 

4. La morfología de los tumores se mantiene estable  en el transcurso 

de los sucesivos pases, sin observarse cambios histológicos 

significativos en los mismos.  

 

5. Existe heterogeneidad en la expresión proteica en el SE, 

evidenciada a través de  los marcadores inmunohistoquimicos a lo 

largo de los pases y en el original con respecto a su metástasis. 

 

6. CD99 y Caveolina han resultado ser los  marcadores 

inmunohistoquímicos más sensibles,  y estables  para el 

diagnóstico de SE, en nuestra serie. .,  

 

7. Los SE, pueden expresar ocasionalmente, inmunomarcadores 

epiteliales, como  CKAE1-E3 y EMA, fundamentalmente aquellos 

con histología atípica. 
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8. Los biomarcadores con mayor valor potencial pronóstico  son Ki67, 

BCL2, Caspasa 8, PARP1, YB-1, ERBB4 y LSD1. 

 

9. La expresión inmunohistoquímica de SA2 es  intensa  en los 

tumores  localizados, y menor  en los inicialmente metastásicos, lo 

que sugiere una mayor malignidad asociada a la  pérdida de dicha  

expresión. 

 

10. Existe en nuestra serie mayor expresión de pmTOR en el tumor 

original que en su metástasis, pero no de pAKT, sugiriendo que 

aunque ambos forman parte de la misma ruta troncal de señales, 

no tienen estrictamente los mismos activadores o efectores. 

 

11. Los estudios in silico han permitido validar la casuística utilizada en 

xenotransplantes, haciendo significativos aquellos  resultados que 

no lo habían sido en una serie más limitada.  

 

12. La presente experiencia demuestra la existencia de variaciones en 

la  expresión inmunofenotípica del SE sin que ello ocurra a nivel 

histológico que podrían justificar su  desigual evolución en cada 

paciente e irregular respuesta al tratamiento estándar, por lo que 

cada caso debe ser tratado individualmente.  
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