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Proyecto CRIS de
Sarcoma de Ewing

Investigadores: Rosa Noguera Salva y Enrique de Alava
Centro: Instituto de Investigaciones Sanitarias INCLIVA e Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS), (Hospital Universitario Virgen del
Rocio/CSIC/Universidad de Sevilla).

Introduccion

No todos los tumores son iguales. Nuestro cuerpo esta compuesto por muchos tipos de células diferentes, y, en
funcién del tipo de célula a la que se parece un cancer, los tumores se denominan de una manera u otra. Por ejemplo,
las células que recubren las superficies internas o externas del cuerpo (denominadas epiteliales), dan lugar a
tumores que denominados carcinomas. En cambio, las células que componen el interior de los tejidos, su estructura
interna, etc., cuando originan un tumor se denomina sarcoma.

Los sarcomas de células redondas afectan a menudo a nifios y jévenes adultos, y tienen la particularidad de que son
muy heterogéneos. Esto siempre supone un problema, puesto que dificulta el estudio de estos tumores y la elecciéon
de la terapia mas adecuada. Es muy importante definir y clasificar los tumores de los diferentes pacientes en funcién
de sus caracteristicas y de sus puntos débiles, porque cuanto mas sepamos de ellos, mas facil sera identificar una
terapia adecuada (y en caso de no existir, crear una especifica).

El sarcoma de células redondas mas conocido es el Sarcoma de Ewing, que aparece generalmente en los huesos y
suele ser muy agresivo. Aunque sus caracteristicas estan bastante bien definidas, ain hoy en dia los nifios que
sufren una recaida o metastasis tienen una tasa de supervivencia menor al 20%. Por eso es esencial encontrar
métodos pronésticos para determinar qué nifios tienen mayor riesgo de metastasis o recaida.

En esta direccién, CRIS lleva afios apoyando la investigacion llevada conjuntamente por el equipo del Dr. Enrique de
Alava y de la Dra. Rosa Noguera, a través de dos proyectos dirigidos a mejorar el diagnéstico de Sarcoma de Ewing.
Por ejemplo, los equipos utilizaron una metodologia sencilla que permite identificar a los pacientes que portaban
ciertas alteraciones en los cromosomas 1y 16, y que estan relacionadas con un peor pronéstico.

Existen, ademas, otros sarcomas que, cuando se ven al microscopio, se parecen al Sarcoma de Ewing, por lo que se
denominan de forma genérica “sarcoma similar a Sarcoma de Ewing” o en inglés “Ewing like Sarcoma”. Sin embargo,
a diferencia del primero, en los sarcomas similares al Sarcoma de Ewing no hay unos criterios inequivocos que
permitan definirlos, clasificarlos de manera clara y buscar terapias adecuadas y personalizadas para cada nifio. De
hecho, hay tan pocas publicaciones sobre estos tumores que pese a su gravedad se sabe muy poco de ellos.

Ahora bien, durante la tltima década se ha avanzado mucho en la comprensién de coémo funcionan los tumores y
coémo interaccionan con su entorno. La relacidn entre las células tumorales, las de su entorno y el andamiaje de los
tejidos (llamado matriz extracelular) tienen un enorme papel en el crecimiento del tumor, su agresividad y su
diseminacién. Las células interaccionan entre ellas, se envian sefiales, se suicidan o multiplican y se expanden en
funcién de por ejemplo lo denso o laxo que sea su matriz extracelular.

El proyecto

El objetivo de este trabajo consiste en identificar factores en el andamiaje de los tejidos (la matriz extracelular) que
permitan describir, clasificar y predecir el comportamiento de los “Ewing like Sarcoma” y los Sarcomas de Ewing,
estudiando simultaneamente la genética de las células tumorales para comprobar qué alteraciones pueden estar
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implicadas en la modificacién de su entorno y en la aparicién de metastasis.

Este estudio permitira identificar nuevas maneras de determinar las caracteristicas y riesgo de recaida y
diseminacion de estos sarcomas, y ademas facilitara la identificacion de nuevas dianas terapéuticas que reviertan en
tratamientos mas efectivos y personalizados.

Avances recientes

Gracias a un intensivo trabajo, el equipo ha reunido 36 casos de sarcomas infantiles tipo Ewing y “Ewing Like”. Se
trata de un numero muy importante de casos, ya que se trata de enfermedades raras y que ocurren con muy poca
frecuencia. De hecho, esta coleccién constituye una de las mas numerosas en este tipo de tumores, y esto s6lo ha
sido posible gracias a un trabajo conjunto entre diversos biobancos y hospitales de Sevilla y Valencia. Ademas, se
continuara incluyendo nuevos casos en este estudio, asi que el nimero ira creciendo continuamente.

Los investigadores han llevado a cabo un profundo analisis de estas muestras, que ha proporcionado datos con gran
relevancia clinica. Este analisis se esta haciendo desde dos puntos de vista: Analizando en detalle diferentes
elementos genéticos de la muestra y analizando los detalles morfolégicos bajo el microscopio de elementos de la
matriz extracelular.

Anadlisis genético de las muestras

El principal objeto de este estudio es identificar elementos que puedan ayudar a predecir, a partir de las biopsias, si
el paciente tiene mas o menos riesgo. Para conseguirlo, por un lado, estudian el ARN en estas muestras: Si el ADN
fuera la biblioteca que contiene todas las instrucciones para el aspecto y comportamiento de las células, el ARN seria
los volumenes especificos, las instrucciones que extrae la célula para realizar una funcién en concreto. Dependiendo
de qué ARNSs esté utilizando la célula podemos conocer su comportamiento, y utilizar este conocimiento para
mejorar los diagndsticos o incluso desarrollar terapias especificas.

Por otro lado, estdn estudiando la estructura de los cromosomas, los paquetes que contienen el ADN dentro de las
células. En ocasiones, trocitos de un paquete pueden acabar en otro, y esto puede desencadenar alteraciones que
lleven al cancer o a peor prondstico. Lo estan haciendo gracias a una moderna técnica que supera a otras que se
hacian tradicionalmente, denominada optical genome mapping. Gracias a esta técnica han conseguido identificar
movimientos, ausencias o multiplicaciones de trozos de cromosomas, o incluso movimientos que implican a varios
cromosomas a la vez. Este analisis esta permitiendo ver que el genoma de los pacientes de Sarcoma de Ewing y otros
sarcomas Ewing-like no es tan estable como se pensaba.

Los resultados de estas técnicas han arrojado toda una serie de resultados importantes. En primer lugar, los
investigadores han podido constatar que la técnica de optical genome mapping puede resultar mas util a la hora de
diagnosticar con precision a los pacientes. Gracias a esta técnica han conseguido identificar tanto las alteraciones en
el genoma de los tumores que causan el sarcoma como otros movimientos y reordenamientos dentro de estos
genomas. Las técnicas de andlisis de ARN son muy sensibles, pero el optical genome mapping tiene la capacidad de
detectar incluso alteraciones que no se conocian. Por lo tanto, los investigadores estan valorando la posibilidad de
incorporar esta técnica a la practica clinica.

Este tipo de andlisis podria ayudar a identificar los pacientes con un peor prondstico, y podrian dar pistas del
pronostico de cada paciente y como tratarlos. Entre los datos mas importantes que han obtenido es que algunos
pacientes tienen bastantes reordenamientos y alteraciones en la posicion de partes de su genoma (una situacidon que
se denomina cromoplexia). Los resultados sefialan que los pacientes a cuyos tumores les ocurre esto, tienen un peor
prondstico, y mas posibilidades de que sus enfermedades sean agresivas.

Por lo tanto, la técnica de optical genome mapping tiene dos ventajas importantes: Por un lado, ayudar a
diagnosticar con mayor precision al nifio con sarcoma. Por otro, da informacién muy importante sobre si la
enfermedad serd agresiva o no.
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Analisis morfolégico de la matriz extracelular de las muestras

Esta parte del proyecto consiste en estudiar en profundidad las muestras de los pacientes utilizando Patologia
Digital, una detallada digitalizacién de las muestras que permite hacer andlisis profundos, muy precisos y
cuantitativos. Han estudiado determinados elementos de la matriz extracelular relacionadas con la rigidez, como
proteinas fibrilares (fibras de reticulina) y material clasicamente llamado amorfo o sin forma constituido por
azucares mas proteinas. La intencidn es relacionar los elementos del andamiaje del tejido tumoral y las células
tumorales.

El objetivo es correlacionar lo que se ve en los estudios genéticos con lo que se ve en el microscopio tras digitalizar
las muestras y segmentar los elementos con softwares especificos. Esto es fundamental, porque los estudios
genéticos no so6lo son caros, sino que requieren equipos especiales y personal que los analice. Si sabemos que los
pacientes con ciertos cambios genéticos presentan unas caracteristicas concretas bajo el microscopio, podremos
empezar a tener una idea mas clara de su prondstico antes de tener (o incluso en ausencia de) las pruebas genéticas.

Tal y como se esperaba, los resultados sefialan a que la estructura, cantidad y disposicién de varios elementos del
entorno tumoral (como la vitronectina, los glucosaminoglucanos o las fibras de reticulina) tiene importancia en el
desarrollo y la agresividad del tumor. Como estos elementos tienen que ver con la elasticidad del tejido, con las
posibilidades de movimiento de las células o de cdmo las células se adhieren al andamiaje de los tejidos, parecen
tener mucha relevancia como se desarrollar el tumor.

Pero el dato mas importante es que las diferentes caracteristicas del entorno tumoral se asocian a diferentes
alteraciones y cambios de los cromosomas. Es decir, segun la alteracion genética que tengan los tumores de los
pacientes, el entorno de las células tumorales tiene unas caracteristicas u otras.

Estos resultados tienen una gran relevancia clinica. En primer lugar, la combinacién de los datos genéticos con las
caracteristicas del entorno tumoral pueden ser clave para diagnosticar, identificar y clasificar diferentes tipos de
Sarcoma y, por tanto, determinar el tratamiento y seguimiento de cada paciente de manera mas personalizada.
Pero, ademas, proporcionan informacién muy valiosa de por qué esos tumores se comportan de manera agresiva,
avanzan tan rapido y producen metastasis. Esto abre la puerta para desarrollar tratamientos dirigidos contra estos
mecanismos, y avanzar en la lucha contra un tipo de tumores que en muchas ocasiones son complicados de tratar.

Con todos estos datos en mente, han iniciado ya los nuevos pasos de este proyecto. Los equipos de investigacion
quieren analizar en profundidad los mecanismos por los cuales el entorno del tumor favorece o induce la aparicién
de alteraciones genéticas en las células tumorales que les ayuden a invadir mejor o provocar metastasis. Para ello
estan utilizando células derivadas de tumores de pacientes del Hospital Virgen del Rocio para hacer cultivos en 3
Dimensiones, que simulen las condiciones reales de los tumores y su entorno. Estos modelos les permitiran ver qué
ocurre con los cambios genéticos si cambiamos las condiciones del entorno tumoral. Los datos que se obtengan de
este trabajo ayudaran a diagnosticar mejor a los nifios con tumores mas agresivos y a detectar nuevos puntos
débiles de estos tumores que se puedan atacar mediante terapias dirigidas.

Otros avances
A través de los estudios del entorno de los tumores, los investigadores han observado un mecanismo que podria
tener mucho interés para desarrollar nuevas terapias.

El entorno de los tumores, el andamiaje, las células, los vasos sanguineos, etc. no es algo estatico, sino que esta
constantemente cambiando, remodeldndose y reajustandose. Es extremadamente dindmico. Por ejemplo, en los
entornos de los tumores es frecuente que haya gran cantidad de una especie de tijeras moleculares que rompen las
estructuras (que luego vuelven a formar las células del entorno de los tumores). Una de estas tijeras (llamada
MMP14) parece liberar, al cortar algunas estructuras, una molécula llamada Endoglina. En un trabajo que han
publicado en la revista International Journal of Molecular Sciences, los investigadores han mostrado que esta
Endoglina liberada por MMP14 ayuda a que las células del Sarcoma de Ewing sean mas agresivas. Lo interesante es
que se pueden crear terapias contra Endoglina, lo que a que controlen la invasién y mejoren la supervivencia de los
pacientes.
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