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RESUM 

Els sarcomes de parts toves (SPT) són tumors mesenquimals malignes amb múltiples subtipus 

histològics i un alt potencial de metastatitzar. En SPT localitzats d’extremitats i tronc es pot 

proposar tractament neoadjuvant de quimioteràpia basada en antraciclines i/o ifosfamida en 

base als factors de risc establerts com són la mida, la profunditat, el grau i la histologia. 

Amb l’objectiu d’identificar possibles biomarcadors pronòstics o predictius de resposta i/o 

supervivència a quimioteràpia neoadjuvant en pacients amb SPT d’extremitats localitzats, es van 

plantejar dos estudis. En el primer es van analitzar variants farmacogenètiques de gens implicats 

en el metabolisme d’antracilines i/o ifosfamida; es va observar que 2 polimorfismes en el gen 

ABCC2 (rs3740066 i rs22736097) es relacionaven amb major toxicitat i amb pitjor supervivència 

en pacients tractats amb antraciclines i un polimorfisme al gen ALDH1A1 (rs3764435) s’associava 

a pitjor pronòstic en pacients que rebien ifosfamida neoadjuvant. En el segon estudi es va 

analitzar l’expressió de CXCR4 per inmunohistoquímica com a biomarcador pronòstic abans i 

després de tractament neoadjuvant; els resultats mostren que l’expressió de CXCR4  identifica 

un subgrup de mal pronòstic, especialment en sarcomes sinovials i sarcomes pleomòrfics 

indiferenciats.  

Aquests resultats són encoratjadors per continuar investigant en la línia de recerca de 

biomarcadors pronòstics i predictius de toxicitat i resposta als tractaments en SPT, i així avançar 

en el desenvolupament i l’aplicació de la medicina personalitzada en oncologia. 
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ABSTRACT 

Soft tissue sarcomas (STS) are malignant mesenchymal tumours with multiple histological 

subtypes and a high potential to metastasize. In localised STS of the extremities and trunk, 

neoadjuvant anthracycline and/or ifosfamide-based chemotherapy treatment can be proposed 

based on established risk factors such as size, depth, grade and histology. 

To identify possible prognostic or predictive biomarkers of response and/or survival to 

neoadjuvant chemotherapy in patients with localised STS of the extremities, two studies were 

proposed. In the first, pharmacogenetic variants of genes involved in the metabolism of 

anthracyclines and/or ifosfamide were analysed; it was observed that two polymorphisms in the 

ABCC2 gene (rs3740066 and rs22736097) were associated with higher toxicity and worse 

survival in patients treated with anthracyclines and a polymorphism in the ALDH1A1 gene 

(rs3764435) was associated with worse prognosis in patients receiving neoadjuvant ifosfamide. 

In the second study, CXCR4 expression was analysed by immunohistochemistry as a prognostic 

biomarker before and after neoadjuvant treatment; the results show that CXCR4 expression 

identifies a poor prognostic subgroup, especially in synovial sarcomas and undifferentiated 

pleomorphic sarcomas. 

These results are encouraging for further research into prognostic and predictive biomarkers of 

toxicity and response to treatments in STS, and thus advance the development and application 

of personalised medicine in oncology. 
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1. INTRODUCCIÓ 

1.1. SARCOMES DE PARTS TOVES 

Els sarcomes són un grup molt heterogeni de tumors malignes que provenen de les cèl·lules 

mesenquimàtiques. Es divideixen en dos grans grups, els Sarcomes Ossis i els Sarcomes de Parts 

Toves (SPT). En la última classificació de la Organització Mundial de la Salut (OMS), els tumors 

d’origen mesenquimal comprenen més de 100 subtipus histològics (1), segons les seves 

característiques morfològiques i immunohistoquímiques, així com les alteracions moleculars.  

Són tumors rars, representen menys d’un 1% del total de neoplàsies malignes dels adults, amb 

una incidència a Europa entre 4-5 casos/100.000 persones/any (2), però molts cursen amb alta 

agressivitat, amb una mortalitat global d’aproximadament el 40% de tots els diagnòstics (3). 

Des del punt de vista anatòmic, poden originar-se en qualsevol part del cos, sent els més 

freqüents aquells localitzats a les extremitats (especialment a la cuixa) seguits dels 

intraabdominals, ja siguin viscerals o retroperitoneals, i menys freqüentment al tronc o al cap i 

coll. 

 

 

Figura 1. Localització sarcomes de parts toves. Modificat de (4) 
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Els subtipus histològics més freqüents són Sarcomes Pleomòrfics Indiferenciats, Liposarcomes, 

Leiomiosarcomes, Mixofibrosarcomes, Sarcomes Sinovials i Tumors Malignes de la Beina del 

Nervi Perifèric (1). Aquestes histologies representen un total del 65% dels sarcomes. 

1.1.1. Classificació OMS 

L’última classificació de l’OMS, publicada al 2020, divideix els tumors d’origen mesenquimal en 

grans famílies que alhora se subclassifiquen segons l’agressivitat i la capacitat de metastatitzar  

en tumors benignes, intermedis i malignes; i només aquests últims s’anomenen sarcomes (5). 

Taula 1 . Classificació OMS  

TUMORS ADIPOCÍTICS 
 Benignes: lipomes, angiolipomes, miolipomes... 
 Intermedis (localment agressius): tumor lipomatós atípic 
 Malignes 
  Liposarcoma ben diferenciat 
  Liposarcoma desdiferenciat 
  Liposarcoma mixoide 
  Liposarcoma pleomòrfic 
  Liposarcoma mixoide pleomòrfic 
TUMORS FIBROBLÀSTICS/MIOFIBROBLÀSTICS 
 Benignes: fascitis nodular, miositis ossificant, elastofibroma... 
 Localment agressius: fibromatosis desmoide, dermatofibroma protuberans... 
 Rarament metastatitzants: tumor fibrós solitari, tumor miofibroblàstic inflamatori... 
 Malignes 
  Tumor fibrós solitari maligne 
  Fibrosarcoma 
  Mixofibrosarcoma 
  Sarcoma fibromixoide de baix grau 
  Fibrosarcoma esclerosant epitelioide 
TUMORS FIBROHISTOCÍTICS 
 Benignes: tumor de cèl·lules gegants tenosinovial... 
 Rarament metastastitzants: tumor fibrohistocític plexiforme, tumor de cèl·lules gegants 
 Malignes: Tumor de cèl·lules gegants tenosinovial maligne 
TUMORS VASCULARS 
 Benignes: hemangiomes 
 Localment agressius: hemangioendoteliomes, sarcoma de Kaposi 
 Malignes 
  Hemangioendotelioma epitelioide 
  Angiosarcoma 
TUMORS PERIVASCULARS 
 Benignes: glomus, miofibrona, angioleiomioma 
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 Malignes: glomus maligne 
TUMORS DE MÚSCUL LLIS 
 Benigne: leiomioma 
 Intermedi: t.múscul llis associat a EBV... 
 Malignes: leiomiosarcoma 
TUMORS DE MÚSCUL ESQUELÈTIC 
 Benigne: rabdomioma 
 Malignes 
  Rabdomiosarcoma embrionari 
  Rabdomiosarcoma alveolar 
  Rabdomiosarcoma pleomòrfic 
  Rabdomiosarcoma fusocel·lular/esclerosant 
  Ectomesenquimioma 
TUMORS DE L’ESTROMA GASTROINTESTINAL 
 Benigne: microGIST 
 Maligne: GIST 
TUMORS CONDRALS 
 Benigne: Condroma 
 Maligne: Condrosarcoma 
TUMORS DE LA BEINA DEL NERVI PERIFÈRIC 
 Benignes: schwannoma, neurofibroma, meningioma... 
 Malignes 
  Tumor maligne de la beina del nervi perifèric 
  Tumor maligne melanocític de la beina del nervi perifèric 
  Tumor maligne de cèl·lules granulars 
  Perineurinoma maligne 
TUMORS DE DIFERENCIACIÓ INCERTA 
 Benignes: mixoma, angiomixoma, angiomiolipoma 
 Localment agressius: angiomiolipoma epitelioide 
 Rarament metastatitzants: tumor ossificant fibromixoide, mioepitelioma... 
 Malignes 
  Tumor mesenquimal fofatúric maligne 
  Neoplàsia fusocel·lular amb NTRK reordenat 
  Sarcoma sinovial 
  Sarcoma epitelioide 
  Sarcoma alveolar de parts toves 
  Sarcoma de cèl·lules clares 
  Condrosarcoma mixoide extraesquelètic 
  Tumor de cèl·lules petites i rodones desmoplàsic 
  Tumor rabdoide 
  Tumor epitelioide perivascular 
  Sarcoma de la íntima 
  Tumor fibromixoide ossificant maligne 
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  Carcinoma mioepitelial 
  Sarcoma indiferenciat 
  Sarcoma fusocel·lular indiferenciat 
  Sarcoma pleomòrfic indiferenciat 
  Sarcoma de cèl·lules rodones indiferenciat 
TUMORS DE CÈL·LULES PETITES I RODONES INDIFERENCIATS D’ÓS I PARTS TOVES 
 Sarcoma d’Ewing 
  Sarcoma de cèl·lules rodones amb fusions EWSR 
  Sarcoma amb reordenament CIC 
  Sarcoma amb alteració genètica BCOR 

 

1.1.2. Classificació genòmica 

La sarcomagènesi està dirigida per oncoproteïnes de fusió i/o mutacions i amplificacions que 

permeten l’activació d’oncogens i la pèrdua de funció de gens supressors tumorals, que 

comporten una proliferació cel·lular descontrolada, invasió i metàstasi. 

Des d’un punt de vista genètic, els sarcomes es classifiquen entre els que tenen un cariotip 

simple (15-20%) i els que tenen un cariotip complex. Els sarcomes de cariotip simple estan 

definits per translocacions cromosòmiques que determinen proteïnes de fusió oncogèniques. 

Els sarcomes amb cariotips complexes s’associen a errors genètics o cromosòmics, com 

mutacions, guanys, pèrdues o amplificacions (6). 

Taula 2. Sarcomes de cariotip simple (6) 

Tipus de sarcoma Translocació 
cromosòmica 

Gen de fusió Freqüència(%) 

Sarcoma d’Ewing (EwS) t(11;22)(q24;q12) EWSR1-FLI1 85 
t(21;22)(q22;q12) EWSR1-ERG 5–10 
t(7;22)(q24;q12) EWSR1-ETV1 <1 
t(17;22)(q21;q12) EWSR1-ETV4 <1 
t(2;22)(q33;q12) EWSR1-FEV <1 

Sarcoma de cèl·lules clares t(12;22)(q13;q12) EWSR1-ATF1 >90 
Liposarcoma mixoide (MLP) t(12;16)(q13;p11) FUS–CHOP 95 

t(12;22)(q13;q12) EWSR1-CHOP 5 
Condrosarcoma mixoide 
extraesquelètic 

t(9;22)(q22;q12) EWSR1-NR4A3 62 
t(9;17)(q22;q11) TAF2N-NR4A3 27 
t(9;15)(q22;q21) TCF12-NR4A3 4 

Tumors desmoplàsics de 
cèl·lules petites i rodones 
(DSRCT) 

t(11;22)(q13;q12) EWSR1-WT1 ≥86.3 

Rabdomiosarcoma alveolar 
(ARMS) 

t(2;13)(q35;q14) PAX3- FKHR 55 
t(1;13)(q36;q14) PAX7- FKHR 22 
t(2;2)(q35;p23) PAX3-NCOA1 <10 
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t(2;8)(q35;q13) PAX3-NCOA2 <10 
Sarcoma de parts toves 
alveolar 

t(X;17)(p11;q25) ASPSCR1-TFE3 100 

Sarcoma sinovial t(X;22)(p11.23;q11) SS18-SSX1 >61 
t(X;18)(p11.21;q11) SS18-SSX2 <37 
t(X;18)(p11;q11) SS18-SSX4 Rar 

Fibrosarcoma infantil t(12;15)(q13;q25) ETV6-NRTK3 ≥87.2 
 

Taula 3. Sarcomes de cariotip complex (6) 

Tipus de sarcoma Alteracions 
genètiques 

Gens 
afectats 

Freqüència 
(%) 

Leiomiosarcoma (LMS) Delecions PTEN 57–69 
RB1 27–59 

Mutacions TP53 33–49 
ATRX 17–26 
MED12 21 

Amplificacions MYOCD 70 
Osteosarcoma Mutacions TP53 47–82 

RB1 29–47 
DLG2 53 
ATRX 29 

Amplificacions c-Myc 39–42 
CCNE1 33 
RAD21 38 
VEGFA 23 
RUNX2 Comú 

Liposarcoma (no mixoide) Amplificacions MDM2 86–98 
CDK4 58–88 
HMGA2 75–93 
c-JUN 16–60 

Condrosarcoma (no mixoide) Mutacions IDH 50–80 
Fibrosarcoma (no infantil) Amplificacions MDM2 Comú 
Rabdomiosarcoma embrionari (ERMS) Delecions CDKN2A/B 23 

Mutació activadora  FGR4 20 
Mutació activadora Ras family 42 

Angiosarcoma Mutacions TP53, PTPRB 66, 26 
Sobreexpressió VEGF 80 

Tumor maligne de la baina del nervi 
perifèric (MPNST) 

Mutacions NF1 87.5 
  CDKN2A 75 
  TP53 40.3 

EED, SUZ12 Comú 
Sarcoma pleomòrfic indiferenciat 
(UPS) 

Delecions RB1 30–35 
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1.1.3. Diagnòstic 

El diagnòstic dels sarcomes pot ser complex en moltes ocasions donada la baixa freqüència i 

l’heterogeneïtat d’aquests. Els pilars fonamentals del diagnòstic dels SPT són la radiologia i 

l’anatomia patològica, però les característiques clíniques dels pacients també ajuden a 

determinar el diagnòstic, ja que molts subtipus histològics són característics d’un determinat 

grup d’edat o sexe.  

Des del punt de vista anatomopatològic, per a un correcte diagnòstic és imprescindible una 

biòpsia de bona qualitat mitjançant agulla gruixuda amb una sola via, tenint en compte que el 

punt d’entrada de l’agulla s’haurà d’incloure en la resecció per evitar la sembra tumoral (7). 

 

Figura 2. Exemple biòpsia guiada per TC 

 

 

La radiologia juga un paper fonamental en el diagnòstic inicial. La ressonància magnètica amb 

gadolini és la prova d’elecció per la majoria de lesions i localitzacions, però per tumoracions 

abdominals la TC amb contrast pot aportar major informació (8). 

 

 

 

 

 

 



 25 

Figura 3. Exemple RMN basal pacient dona de 21 anys diagnosticada de sarcoma sinovial 

monofàsic grau 3 de cuixa esquerra. 

 

 

L’estadificació segons l’última classificació de la UICC (Union for International Cancer Control) té 

en compte tant la mida del tumor primari com el grau histològic. Tots els pacients amb afectació 

adenopàtica es consideren estadi IV (9). 

El grau histològic, descrit per la FNCLCC (Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le 

Cancer) es determina a partir de la suma de 3 paràmetres: la diferenciació tumoral (1-3), 

l’activitat mitòtica (1-3) i la necrosi tumoral (0-2). 
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Taula 4. Classificació TNM (UICC) 

T Tumor primari 

TX  Tumor primari no es pot avaluar 

T0  Sense evidència de tumor primari 

T1  Tumor de 5 cm o menys de diàmetre major 

T2  Tumor de més de 5 cm i menor o igual de 10 cm de diàmetre major 

T3  Tumor de més de 10 cm i menor o igual de 15 cm de diàmetre major 

T4  Tumor de més de 15 cm de diàmetre major 

N Ganglis limfàtics regionals 

N0  Sense metàstasis a ganglis limfàtics o desconegut  

N1  Metàstasis a ganglis limfàtics regionals 

M Metàstasis a distància 

M0  Sense metàstasis a distància 

M1  Metàstasis a distància 

G Grau – Grau histològic FNCLCC  

GX  Grau no avaluable 

G1  Diferenciació tumoral, activitat mitòtica i necrosi tumoral – puntuació 2 o 3. 

G2 Diferenciació tumoral, activitat mitòtica i necrosi tumoral – puntuació 4 o 5 

G3  Diferenciació tumoral, activitat mitòtica i necrosi tumoral – puntuació 6, 7, o 8 

 

Estadificació anatòmica AJCC/Grups pronòstics 
 

T N M G 

Estadi IA T1 N0 M0 G1, GX 

Estadi IB T1-T4 N0 M0 G1, GX 

Estadi II T1 N0 M0 G2, G3 

Estadi IIIA T2 N0 M0 G2, G3 

Estadi IIIB T3-T4 N0 M0 G2, G3 

Estadi IV Qualsevol T N1 M0 Qualsevol G 

Qualsevol T Qualsevol  N M1 Qualsevol G 

 

L’elevada heterogeneïtat dels SPT i la seva baixa freqüència tant de manera global com a nivell 

individual de cadascun dels subtipus, així com el fet que puguin aparèixer en qualsevol 

localització i al llarg de totes les edats de la vida, entre altres característiques, fa que els 
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sarcomes siguin un conjunt de malalties d’alta complexitat. Per aquest motiu, és clarament 

necessària la implicació de diferents especialistes altament qualificats pel diagnòstic i el 

tractament dels sarcomes i, per tant, es recomana que tots els pacients amb sospita de sarcoma 

siguin derivats a centres de referència amb un equip multidisciplinari  (8). 

1.2. FACTORS PRONÒSTICS EN SARCOMES DE PARTS TOVES 

Des d’un punt de vista clínic, donada l’heterogeneïtat d’aquests tumors, s’han intentat establir 

factors pronòstics que permetin detectar pacients amb major risc de recaiguda i/o mort, en els 

quals plantejar un tractament perioperatori (radioteràpia (RT) +/- quimioteràpia QT). 

Als anys 90 es van establir com a factors pronòstics el grau (alt grau), la profunditat (tumors 

localitzats per sota de la fàscia) i la mida del tumor (>5cm) a partir de dos estudis del Memorial 

Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) i la French Federation of Cancer Centers Sarcoma Group 

(FNCLCC) (10,11). Així mateix, es va establir que certes histologies tenien un major risc de 

recaiguda local o de disseminació a distància. 

Utilitzant fonamentalment aquests factors (mida, grau, localització profunda) i afegint alguns 

altres com el subtipus histològic i l’edat, s’han generat diversos nomogrames que poden ajudar 

a predir el risc de recaiguda d’aquests pacients. 

El grup de sarcomes del Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) va recopilar les dades 

de 2327 pacients tractats al seu centre entre el 1982 i el 2000, i utilitzant les variables clíniques 

edat, mida del tumor, grau histològic, subtipus histològic i localització va establir un nomograma 

de predicció de risc de mort associada al sarcoma als 12 anys (12).  

Posteriorment, l’Istituto Nazionale per lo Studio e la Cura dei Tumori (INT) de Milà (Itàlia) 

va validar aquest nomograma en 1013 pacients tractats al seu centre entre el 1980 i el 

2000, i el van adaptar afegint el grau histològic segons la FNCLCC (13). 

Més recentment, s’han desenvolupat 2 nous nomogrames (de SG i d’Incidència de 

Disseminació a Distància (DM CCI)) utilitzant una cohort de 1452 pacients tractats a l’INT 

de Milà i 3 cohorts de validació de pacients tractats a l’Institut Gustave Roussy (Villejuif, 

França), el Mount Sinai (Toronto, Canada) i l’Hospital Royal Marsden (Londres, Regne Unit) 

(14). Amb aquests resultats es va desenvolupar una aplicació mòbil anomenada 

“Sarculator” per ajudar a la integració d’aquests nomogrames a la pràctica clínica. 
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Figura 4. Nomogrames de Supervivència Global i Disseminació a Distància (14) 

 

 

 

No obstant això, aquests nomogrames no són útils com a biomarcadors predictius de resposta 

a tractament i no tenen en compte la sensibilitat dels sarcomes als diferents tractaments. En 

aquest sentit, s’han intentat identificar biomarcadors moleculars mitjançant la genòmica i la 

transcriptòmica amb resultats interessants, però que encara requereixen estudis clínics de 

validació prospectiva. 

Mitjançant l’estudi genòmic d’una mostra de 187 sarcomes es va desenvolupar una signatura 

d’expressió gènica anomenada CINSARC (Complexity Index in Sarcomas) composta per 67 gens 

involucrats en el control de la mitosi i la integritat cromosòmica, que es va validar en una cohort 

de 127 sarcomes, amb un valor predictiu superior a les classificacions clàssiques de la FNCLCC 

(15). Aquesta signatura encara no s’ha aconseguit validar en estudis prospectius (16). 
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1.3. TRACTAMENT DE LA MALALTIA LOCALITZADA/ 

LOCORREGIONAL 

1.3.1. Cirurgia 

El tractament principal dels SPT localitzats és la cirurgia amb marges amplis (R0). Això pot 

comportar dificultats en moltes situacions donada la localització d’aquests tumors, motiu pel 

qual en casos seleccionats s’accepta una cirurgia amb marges R1 preplanificats. (8). 

Figura 5. Exemple pacient home de 75 anys amb sarcoma pleomòrfic indiferenciat subcutani 

(foto cortesia de la Dra.Laura Trullols – Servei Cirurgia Ortopèdica i Traumatologia HSCSP). 

 

1.3.2. Radioteràpia 

La radioteràpia, ja sigui en el context preoperatori o després de la cirurgia, ha demostrat un 

augment del control local del tumor amb disminució del risc de recaiguda, tot i que sense un 

impacte clar i demostrat  en supervivència global (SG). 

El primer estudi prospectiu aleatoritzat per valorar el benefici de la RT adjuvant es va publicar el 

1998. Es van aleatoritzar 141 pacients amb sarcomes d’extremitats candidats a cirurgia 

conservadora (91 pacients amb sarcomes d’alt grau i 50 de baix grau) a rebre o no RT adjuvant. 

Els pacients amb sarcomes d’alt grau rebien QT adjuvant amb doxorubicina i ciclofosfamida 

concomitant amb RT. Es va observar un benefici en la disminució del risc de recaiguda local sense 
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diferències en SG (17). El seguiment a llarg termini va mostrar diferències numèriques no 

significatives en SG a 20 anys (71% vs 64% p=0.22) (18). 

El 2002 es va publicar un estudi on es van aleatoritzar 190 pacients a realitzar RT neoadjuvant 

(dosi: 50 grays (Gy) en 25 sessions) o postoperatòria (66 Gy en 33 sessions), que va mostrar un 

benefici en SG a favor de la RT neoadjuvant (p=0.048), però també un augment de les 

complicacions de la cicatrització (p=0.01) (O’Sullivan B et al. 2002).  

Posteriorment, es va publicar una metaanàlisi amb un total de 3958 pacients de 16 estudis 

(incloïa tant tumors primaris d’extremitat com retroperitoneals). Els resultats van demostrar un 

benefici en la reducció del risc de recaiguda local (OR 0.49, p = 0.001) a favor de la RT, però sense 

benefici en SG. En 11 d’aquests estudis es comparava la RT pre i postoperatòria amb benefici de 

la preoperatòria en recaiguda local (OR 0.67, p = 0.01), però amb un augment de les 

complicacions a la cicatrització (20). 

En base a aquests dos estudis, totes les guies clíniques recomanen el tractament amb RT en tots 

els sarcomes d’alt grau localitzats a las extremitats (graus 2-3), sempre amb prèvia discussió al 

comitè multidisciplinari (8,21). 

1.3.3. Quimioteràpia 

El paper de la QT en malaltia localitzada sempre ha estat controvertit. S’han realitzat múltiples 

estudis amb tractaments i duracions diferents, principalment basats en antraciclines 

(doxorubicina o epirrubicina) i ifosfamida.  

El 1997 es va publicar la primera metaanàlisi on es van incloure un total de 1568 pacients de 14 

estudis clínics d’adjuvància basada en doxorubicina amb diferents esquemes i duracions de 

tractament. Es van veure diferències estadísticament significatives en termes d’interval lliure de 

recaiguda local (HR 0.73; 95% CI 0.56–0.94, p=0.016) i interval lliure de recaiguda a distància (HR 

0.70 (0.57–0.85, p=0.0003), però no en termes de SG (HR 0.89 (0.76–1.03; p=0.12), tot i que es 

van observar diferències numèriques d’un 4% (del 50 al 54% a 10 anys). En l’estudi de subgrups, 

en els pacients amb SPT d’extremitats es va veure un benefici de la quimioteràpia amb un HR 

0.8 (p=0.029) equivalent amb un 7% de benefici absolut a 10 anys (22).  

Posteriorment, Frustaci et al. (23) van publicar al 2001 els resultats d’un estudi aleatoritzat 

realitzat pel grup cooperatiu italià (Italian Sarcoma Group, ISG). L’estudi va analitzar l’ús de QT 

adjuvant en SPT d’extremitats d’alt risc (≥5cm, alt grau) amb epirubicina (60 mg/m2 dies 1 i 2) i 

ifosfamida (1.8g/m2 dies 1-5) cada 21 dies per 5 cicles, i va demostrar benefici significatiu en 
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supervivència lliure de progressió (SLP; 48 mesos vs 16 mesos; p=0.04) i SG (75 mesos vs 46 

mesos; p=0.03). 

Una segona metaanàlisi publicada per Pervaiz et al. (24) al 2008 va afegir 4 nous estudis als 14 

inclosos a la metaanàlisi del 1997 i va analitzar un total de 1953 pacients. Els resultats van ser 

similars als de la metaanàlisi prèvia en termes de recurrència local i a distància. En SG, 

l’adjuvància amb doxorubicina en monoteràpia no va obtenir benefici estadísticament 

significatiu (OR 0.84; 95% CI, 0.68-1.03; p = 0.09), però l’odds ratio (OR) per adjuvància amb 

doxorrubicina combinada amb ifosfamida va ser de 0.56 (95% CI, 0.36-0.85; p = 0.01). 

Una dècada després, al 2012, es va publicar un estudi de l’European Organisation for Research 

and Treatment of Cancer (EORTC), en el qual es van incloure 351 pacients operats amb SPT de 

grau intermedi o alt aleatoritzats a controls o adjuvància amb doxorubicina 75mg/m2 i 

ifosfamida 5g/m2 per 5 cicles. Els resultats no van mostrar benefici significatiu ni en SG ni en 

supervivència lliure de recaiguda (SLR) (25). Més recentment, es va aplicar el nomograma 

Sarculator per estratificar el pronòstic dels pacient inclosos en aquest estudi i es va observar un 

benefici significatiu de la supervivència lliure de malaltia (SLM) a 8 anys (33.5% vs 12.5%) i la SG 

a 8 anys (42.1% vs 20.8%) en els grup de pacients de mal pronòstic (lower projected 10-year OS 

<60%) (26). 

L’ISG conjuntament amb el Grupo Español de Investigación en Sarcomas (GEIS) van dissenyar un 

estudi de no-inferioritat comparant 3 cicles de QT neoadjuvant amb epirubicina (60 mg/m2 dies 

1 i 2) i ifosfamida (3000mg/m2 dies 1, 2, i 3) amb la mateixa pauta més 2 cicles d’adjuvància. 

L’estudi va demostrar la no-inferioritat de 3 cicles de tractament respecte a 5 cicles (27). Amb 

aquests resultats, es va intentar anar més enllà en el tractament neoadjuvant administrant QT 

més específica segons el subtipus tumoral. Es va dissenyar un estudi prospectiu en el qual els 

pacients s’aleatoritzaven segons la seva histologia a tractament neoadjuvant amb QT estàndard 

(epirubicina + ifosfamida 3 cicles) o tractament dirigit per histologia. Es van aleatoritzar 287 

pacients a rebre tractament amb epirubicina més ifosfamida o tractament dirigit, i es va observar 

un benefici significatiu de la branca control en termes de supervivència lliure de metàstasis i SG: 

supervivència lliure de metàstasis a 5 anys del 54.6% i SG a 5 anys del 75.7%. A partir dels 

resultats d’aquest estudi, diferents grups europeus van introduir el tractament neoadjuvant en 

els seus protocols per pacients diagnosticats de SPT d’alt risc (28,29). A les guies de la European 

Society for Medical Oncology (ESMO) (8) es recomana amb un nivell d’evidència II B proposar als 

pacients amb alt risc de mort un tractament adjuvant o neoadjuvant amb un mínim de 3 cicles. 
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Les guies National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (30) proposen RT +/- QT amb 

antraciclines   (doxorubicina o epirubicina)  i ifosfamida pre o postoperatòria en estadis III i IV 

ganglionars.  

1.4.  OBJECTIUS DEL TRACTAMENT NEOADJUVANT 

L’administració del tractament perioperatori abans de la cirurgia té els següents objectius 

principals (31): 

- El tractament precoç de la malaltia micrometastàsica. 

- La reducció de la mida tumoral per permetre una resecció completa i així reduir el risc 

de recaiguda local. 

- Evitar que possibles complicacions postquirúrgiques  puguin impedir la quimioteràpia 

posterior (p.ex: dehiscències o infeccions). 

- Valorar la quimiosensibilitat del tractament administrat. 

Entre els desavantatges a la QT neoadjuvant cal destacar que, donada la manca de factors 

predictius de resposta, existeixen sarcomes resistents de manera intrínseca a la QT (p.ex el 

sarcoma alveolar de parts toves). En aquests casos, la quimioteràpia no estaria recomanada ja 

que només aporta al pacient toxicitat i un possible endarreriment de la cirurgia, que és el 

tractament definitiu.  

Per tant, la quimioteràpia perioperatòria només estaria indicada en tumors sensibles al 

tractament, així com aquells que compleixen criteris d’alt risc de recaiguda. No obstant això, tal 

com s’ha comentat prèviament, tot i seguir aquests criteris clínics de selecció dels pacients, hi 

ha una manca de biomarcadors per ajudar-nos a seleccionar quins pacients es poden beneficiar 

més del tractament quimioteràpic neoadjuvant. 

Per aquest motiu, es planteja imprescindible la recerca de possibles biomarcadors predictius de 

resposta als tractaments quimioteràpics.  
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1.5. QUIMIOTERÀPIA AMB ANTRACICLINES – IFOSFAMIDA. El 

paper de la farmacogenètica en la identificació de 

biomarcadors predictius de resposta al tractament 

1.5.1.  Antraciclines: doxorubicina i epirubicina 

Les antraciclines son fàrmacs extrets a partir del bacteri Streptomices peucetius, variant caesius. 

Actuen sobre la topoisomerasa 2 provocant ruptures de la doble cadena d’ADN que porta a la 

mort cel·lular, a més de catalitzar reaccions d’oxidació-reducció que generen radicals lliures que 

promouen els efectes antitumorals, però també la toxicitat. Les toxicitats més destacades de les 

antraciclines són les citopènies, la toxicitat cardíaca i la mucositis. La doxorubicina és 

l’antraciclina més coneguda i s’utilitza des dels anys 70 pel tractament de diverses neoplàsies 

sòlides i hematològiques, entre elles els sarcomes. L’epirubicina és un isòmer de la doxorubicina, 

amb un perfil de toxicitat més favorable, motiu pel qual en els últims anys ha anat substituint la 

doxorubicina en els diferents esquemes de tractament (32). 

Les antraciclines són molècules hidròfobes que entren a la cèl·lula per difusió passiva o 

mitjançant el transportador SLC22A16. Un cop a la cèl·lula, existeixen tres vies metabòliques 

principals. La primera i més important és la reducció de dos electrons de doxorubicina a 

doxorubicinol; aquesta reacció es catalitza per diferents enzims: l’enzim carbonil reductasa 1 

(CBR1), localitzat principalment al fetge; aldo-keto reductasa 1A1 (AKR1A), predominantment al 

teixit cardíac; carbonil reductasa 3 (CBR3) i aldo-keto reductasa 1C3 (AKR1C3). La segona via és 

la de reducció d’un electró, catalitzada per diferents oxidoreductases per formar doxorubicina 

semiquinona com són NADH deshidrogenases, NADPH deshidrogenases (NQO1), xantin oxidasa 

(XDH) i sintases d’òxid nítric (NOS). La reoxidació de doxorubicina semiquinona pot crear 

espècies d’oxigen reactiu (ROS), causant estrès oxidatiu, que es considera responsable de la 

cardiotoxicitat. La tercera via, la més minoritària, és la deglicosilació, que es creu que està 

mediada per NADPH. Diferents transportadors com són ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2, RALBP1 

participen en la sortida de doxorubicina de la cèl·lula i s’han descrit diferents mecanismes de 

resistència per aquesta via (33–39). 
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Figura 6. Metabolisme de la doxorubicina (33) 

 

 

1.5.2. Ifosfamida 

La ifosfamida és un agent alquilant anàleg de la ciclofosfamida, que actua formant enllaços 

creuats ADN-ADN que provoquen la inhibició de la síntesi d’ADN i la mort cel·lular. Les toxicitats 

més freqüents degudes al fàrmac són, a part de l’hematològica, la cistitis hemorràgica i la 

neurotoxicitat. Per evitar la toxicitat vesical, la ifosfamida a dosis altes s’administra 

conjuntament amb mesna o l’N-acetil cisteïna, que actuen com a citoprotectors.  

La ifosfamida es metabolitza al fetge; s’activa a 4-hidroxifosfamida pel citocrom p450, 

especialment les isoformes CYP3A4 i CYP2D6, i aquesta es converteix en aldoifosfamida. Es creu 

que aquests metabòlits actius difonen de manera passiva cap al torrent sanguini i entren en 

altres cèl·lules. L’aldoifosfamida té dues vies d’eliminació, una mediada per ALDH1A1 que la 

detoxifica a carboxifosfamida, i una segona que consisteix en una reacció espontània no 

enzimàtica que produeix el metabòlit actiu mostassa isofosforamida i l’acroleïna, associada a la 

toxicitat vesical (40). 
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Figura 7. Metabolisme de la ifosfamida (40) 

 

 

1.5.3. Farmacogenètica de la quimioteràpia neoadjuvant en 

els SPT 

El tractament amb antraciclines i ifosfamida ha demostrat benefici en la disminució del risc de 

recaiguda i mort en pacients d’alt risc (veure punt 1.2), però aquests tractaments tenen una 

toxicitat associada important, especialment hematològica (41), i encara no disposem de 

biomarcadors validats que ajudin a predir quins pacients es beneficiaran del tractament 

sistèmic. En aquest sentit, les diferències genètiques interindividuals podrien ser una de les claus 

per ajudar-nos a valorar el risc-benefici d'aquests tractaments en el moment de la prescripció i 

contribuir a una medicina de precisió. 

Les variancions en el genoma poden ser canvis en un sol nucleòtid de la seqüènica d’ADN 

(polimorfismes d'un sol nucleòtid o SNP per les seves sigles en anglès “single nucleotid 

polymorphisms”), insercions (IN), delecions (DEL) o variacions en el nombre de còpies de gens 

(CNV). En concret, els polimorfismes són variants presents almenys en l’1% de la població. 

Aquests polimorfismes es poden donar en regions codificants de l’ADN i ocasionar canvis en els 

aminoàcids o en regions no-codificants i ocasionar canvis en els processos de transcripció i/o 

traducció. 
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Figura 8. Classificació dels polimorfismes de nucleòtid únic (SNP) 

 

A partir dels polimorfismes d’un mateix gen es poden construir haplotips. Un haplotip és una 

combinació d'un al·lel d'un locus amb un al·lel d'un locus diferent (en general pròxims en el 

cromosoma), en què la recombinació genètica és molt baixa o nul·la. La utilització d'haplotips 

en estudis d'associació pot augmentar el poder estadístic respecte als estudis d'al·lel únic. 

La farmacogenètica i farmacogenòmica són disciplines que estudien l’impacte que poden tenir 

aquestes variants genètiques sobre la toxicitat o la resposta als fàrmacs (42). Polimorfismes en 

els gens que codifiquen per les proteïnes implicades en el metabolisme d’antraciclines i 

ifosfamida poden influir en l’efecte clínic i la toxicitat d’aquests fàrmacs. S’han publicat diversos 

estudis farmacogenètics, especialment en pacients amb càncer de mama per ser un dels tumors 

més freqüents, i tot i que els resultats que s’han desprès d’aquests estudis no han estat 

concloents (38,43–47), permeten proposar els esmentats polimorfismes com a candidats a ser 

biomarcadors en SPT. 

En relació amb les antraclines, s’han descrit diversos polimorfismes en gens que participen en el 

seu metabolisme. Alguns dels més estudiats son: 

- El gen ABCB1 codifica per a la glicoproteïna P, que és un transportador de múltiples 

fàrmacs. S'ha postulat que aquesta proteïna està implicada en la resistència a la 

doxorubicina i en la disposició de diversos fàrmacs (33,35). Tres polimorfismes a ABCB1 

(rs1045642, rs2032582 i rs1128503) tenen freqüències molt similars i s’acostumen a 

estudiar com a haplotip (36). Aquests polimorfismes s’han associat amb la toxicitat i la 

resposta a molts fàrmacs, entre ells les antraciclines, en diferents tipus de tumors, com 

en el càncer de mama o l’osteosarcoma (45,48,49) 

- El gen ABCC2 codifica per un altre transportador implicat en la disposició de la 

doxorubicina, també anomenat MRP1. S’ha vist que diferents polimorfismes en aquest 

gen (com per exemple rs3740066, rs2273697) poden ser biomarcadors de toxicitats 
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hematològiques i gastrointestinals en pacients amb càncer de mama tractats amb un 

esquema basat en doxorubicina (43). 

- El gen NQO1 codifica per un enzim implicat en la protecció contra l’estrès oxidatiu i la 

carcinogènesi, incloent l’estabilització del gen supressor tumoral TP53. El polimorfisme 

rs1800566 comporta una menor activitat d’aquest enzim i podria implicar un augment 

de la toxicitat a antraciclines i possiblement una pitjor supervivència dels pacients 

(38,46,50,51). 

- El gen CBR3 codifica per una carbonil reductasa implicada en la catàlisi de doxorubicina 

a doxorubicinol in vivo. Variants genètiques en aquests gens poden contribuir a la 

variabilitat farmacocinètica i farmacodinàmica de la doxorubicina i, per tant, a la 

toxicitat (39). 

- El gen SLC22A16 codifica per un transportador de cations orgànics, mediador de la 

captació de doxorubicina a les cèl·lules canceroses. Polimorfismes en aquest gen s’han 

relacionat amb la toxicitat (45). 

En relació amb la ifosfamida, la majoria d’estudis farmacogenètics realitzats se centren en el gen 

ALDH1A1. L’aldehid deshidrogenasa 1A1 (ALDH1A1) intervé en la detoxificació de 

l'aldoifosfamida a carboxifosfamida, i se sap que modificacions en la seva activitat enzimàtica 

estan relacionades amb la toxicitat i la resistència tumorals (40). 

1.6. NOUS FACTORS PRONÒSTICS EN ELS SPT. LES CITOQUINES 

COM A BIOMARCADORS EN SARCOMES  

Com ja s’ha descrit anteriorment, el grau, la profunditat i la mida del tumor (>5cm) són els 

factors pronòstics que s’utilitzen actualment en la pràctica clínica per decidir a quins pacients 

proposar tractament neoadjuvant o adjuvant. No obstant això, aquests són clarament 

insuficients donat que els pacients amb SPT d’alt risc tenen, malgrat els tractaments 

administrats, una taxa elevada de recaigudes a distància. Per tant, impera la necessitat 

d’identificar nous factors pronòstics en pacients candidats a QT neoadjuvant.  

En la recerca de nous factors de pronòstic, cal centrar-se en aquelles molècules que estan 

implicades en processos fisiològics i patològics, ja que representen noves vies no només per a la 

intervenció terapèutica, sinó també per la guia terapèutica. En aquest context, les quimiocines 

són un subtipus de citocines anomenades quimiotàctiques, conegudes per la seva capacitat 

d’estimular la migració cel·lular, principalment els leucòcits.  



 38 

Les funcions de les quimiocines i els seus receptors es detallen en la imatge següent (52). Segons 

les seves funcions, les quimiocines es poden classificar en dues categories: les citoquines 

inflamatòries, induïdes pel sistema immune en resposta a infeccions i dany, i les citoquines 

homeostàtiques, que son constitutives (53) 

Figura 9. Funcions de les quimiocines i els seus receptors (52) 

 

 

És d’especial rellevància CXCR4 degut a que està sobreexpressat en molts tipus de càncers, com 

ara ronyó, pulmó, cervell, pròstata, mama, pàncrees, ovari i melanomes i contribueix al 

creixement tumoral, als processos d’angiogènesi, metàstasi i resistència terapèutica (54). La 

quimiocina CXCL12, també coneguda com a stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), s'uneix al 

receptor CXCR4. CXCL12 és un factor derivat de les cèl·lules estromals que indueix la migració 

de cèl·lules mare hematopoiètiques, cèl·lules endotelials i leucòcits i participa en la 

embriogènesi, la hematopoiesi, l’angiogènesi i en fenòmens inflamatoris (52,55). La unió de 

CXCL12 amb CXCR4 indueix l’activació d’una cascada de senyalització essencial per la 

vascularització, la regeneració tissular, la invasió cel·lular tumoral i la proliferació, jugant un 

paper clau en l’angiogènesi tumoral, la progressió i la metàstasi (56). 

En aquest sentit, diferents estudis han relacionat l’expressió de CXCR4 amb pitjor pronòstic en 

diferents tipus de tumors (57–60). En sarcomes s’han publicat diferents estudis, entre els quals 

hi ha una metaanàlisi que incloïa pacients de 12 estudis amb 997 pacients (sarcomes ossis i parts 

toves). L’expressió de CXCR4 (per IHQ o RT-PCR) s’ha associat de forma estadísticament 
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significativa amb una pitjor SG (HR 2.37, 95% CI 1.86-3.01), p<0.001) en el global de pacients i 

amb un augment del risc de metàstasi (OR 6.97, 95% CI 2.28-21.31) (61). 

En els últims anys, la via de senyalització CXCR4/CXCL12 també s’ha convertit en una línia 

d’investigació terapèutica i s’estan desenvolupant antagonistes i anticossos dirigits contra 

CXCR4 (53,56). Des del 2012, el Grup de Recerca d’Oncogènesi i Antitumorals de l’Insitut de 

Recerca Sant Pau, amb qui col·laborem estretament, està desenvolupant una nanopartícula 

dirigida contra CXCR4 en diferents tumors que expressen CXCR4 amb resultats encoratjadors 

(62–65). 
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2. HIPÒTESIS 

La identificació de nous biomarcadors pronòstics i predictius de toxicitat i resposta en sarcomes 

de parts toves pot ajudar a seleccionar els pacients amb un major benefici de tractament 

neoadjuvant o adjuvant que impacti en la seva superviència. 

• Polimorfismes en gens involucrats en el metabolisme de les antraciclines i la ifosfamida 

poden ser biomarcadors pronòstics o predictius de toxicitat, resposta a tractament i 

supervivència en sarcomes de parts toves tractats amb quimioteràpia neoadjuvant. 

• L’expressió de CXCR4 per inmunohistoquímica pot ser un biomarcador pronòstic en 

sarcomes de parts toves localitzats. 
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3. OBJECTIUS 

3.1.  OBJECTIU PRINCIPAL 

• Identificar possibles biomarcadors pronòstics o predictius de resposta a quimioteràpia 

neoadjuvant en pacients amb sarcomes de parts toves d’extremitats localitzats tractats 

a l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. 

3.2.  OBJECTIUS SECUNDARIS 

• Identificar variants genètiques en pacients diagnosticats de sarcomes de parts toves 

localitzats tractats amb quimioteràpia neoadjuvant basada en antraciclines i/o 

ifosfamida per valorar el seu ús com a biomarcadors farmacogenètics de toxicitat i/o 

eficàcia. 

• Analitzar l’expressió per inmunohistoquímica de CXCR4 en mostres tumorals de pacients 

diagnosticats de sarcomes de parts toves d’extremitats localitzats, en 3 moments de la 

malaltia (en el diagnòstic, en la cirurgia després de neoadjuvància i en la recaiguda), per 

tal de valorar el seu ús com a biomarcador pronòstic. 

• Generar hipòtesis per futurs estudis de biomarcadors pronòstics i predictius en els 

diferents subtipus de sarcomes. 
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4. COMPENDI DE PUBLICACIONS 

 

 

 

 

 

 

  



 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47 

 

 

4.1.  Article 1 
 

Virgili Manrique AC, Salazar J, Arranz MJ, Bagué S, Orellana R, López-Pousa A, Cerdà P, Gracia I, 

Majercakova K, Peiró A, Trullols L, Fernández M, Valverde S, Quintana MJ, Bell O, Artigas-Baleri 

A, Sebio A. Pharmacogenetic Profiling in High-Risk Soft Tissue Sarcomas Treated with 

Neoadjuvant Chemotherapy. J Pers Med. 2022 Apr 11;12(4):618. doi: 10.3390/jpm12040618. 

PMID: 35455734; PMCID: PMC9024670. 

  



 48 

 

 

 



 49 

!"#!$%&'(!
!"#$%&'

Citation: Virgili Manrique, A.C.;

Salazar, J.; Arranz, M.J.; Bagué, S.;

Orellana, R.; López-Pousa, A.; Cerdà,

P.; Gracia, I.; Majercakova, K.; Peiró,

A.; et al. Pharmacogenetic Profiling

in High-Risk Soft Tissue Sarcomas

Treated with Neoadjuvant

Chemotherapy. J. Pers. Med. 2022, 12,

618. https://doi.org/10.3390/

jpm12040618

Academic Editor: Amelia Filippelli

Received: 14 March 2022

Accepted: 7 April 2022

Published: 11 April 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral

with regard to jurisdictional claims in

published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.

Licensee MDPI, Basel, Switzerland.

This article is an open access article

distributed under the terms and

conditions of the Creative Commons

Attribution (CC BY) license (https://

creativecommons.org/licenses/by/

4.0/).

Journal of

Personalized 

Medicine

Article

Pharmacogenetic Profiling in High-Risk Soft Tissue Sarcomas
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Abstract: Neoadjuvant chemotherapy based on anthracyclines and ifosfamide for high-risk soft
tissue sarcomas (STS) of the extremities and trunk is a controversial treatment option. There are
substantial interindividual differences in clinical outcomes in patients treated with neoadjuvant
chemotherapy. The aim of this study was to evaluate, as biomarkers, polymorphisms in genes
encoding drug-metabolizing enzymes, drug transporters, or drug targets and their association with
toxicity and survival in STS patients treated with neoadjuvant chemotherapy. We analysed variants
in genes involved in anthracycline metabolism (ABCB1, ABCC2, NQO1, CBR3, and SLC22A16) and in
ifosfamide catabolism (ALDH1A1) in 79 treated patients. Two genes showed significant association
after adjusted multivariate analysis: ABCC2 and ALDH1A1. In patients treated with anthracyclines,
ABCC2 rs3740066 was associated with risk of febrile neutropenia (p = 0.031), and with decreased
overall survival (OS) (p = 0.024). ABCC2 rs2273697 was associated with recurrence-free survival
(RFS) (p = 0.024). In patients treated with ifosfamide, ALDH1A1 rs3764435 was associated with RFS
(p = 0.046). Our pharmacogenetic study shows for the first time that variants in genes regulating the
metabolism of neoadjuvant chemotherapy may be helpful to predict toxicity and survival benefit
in high-risk STS treated with neoadjuvant chemotherapy. Further validation studies are needed to
establish their clinical utility.

Keywords: soft tissue sarcoma; neoadjuvant; pharmacogenetics; anthracyclines; ifosfamide; ALDH1A1;
ABCC2; ABCB1

1. Introduction
Soft tissue sarcomas (STS) are a group of rare diseases that include more than 80 dif-

ferent subtypes [1]. Wide local excision is the gold-standard treatment. Nonetheless,
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approximately 50–60% of patients diagnosed with the high-risk localised disease will
develop distant metastases despite appropriate surgery, and long-term survival is poor.
Perioperative chemotherapy and/or radiotherapy may improve the long-term prognosis
and is an option, although controversial, for patients with STS of the extremities and trunk
who are considered to be at a high risk of relapse [2]. Perioperative chemotherapy consists
of a combination of anthracyclines and ifosfamide. Administration in the pre-operative
setting has several advantages over adjuvant treatments, such as the possibility of tu-
mour downstaging, allowing limb-sparing surgery, early treatment of micrometastatic
disease, and evaluation of tumour chemosensitivity [3]. Despite the known benefits of
chemotherapy, there are huge interindividual differences in terms of toxicity and outcome.
These interindividual differences are independent of patient characteristics and histology
and might compromise adherence to treatment and, potentially, treatment benefit and
survival. Common clinical factors used for decision making when considering neoadjuvant
chemotherapy in high-risk patients include histology, age and performance status, but
new biomarkers are needed to personalize treatments and reduce side effects that could
jeopardize the patient’s prognosis.

The antitumour activity and toxicity of doxorubicin and its 40-epi-isomer epirubicin
may be conditioned by alterations in their transporters or in the enzymes related to the
generation of free-radicals that provoke DNA and cell membrane damage [4,5]. These
transporters include the ATP-binding cassette (ABC) proteins ABCB1 (P-gp, MDR1) and
ABCC2 (MRP2), which are efflux transporters involving doxorubicin disposition [4,6,7], and
the solute carrier SLC22A16, an organic cation influx transporter that mediates doxorubicin
uptake in cancer cells [8]. Enzymes involved in doxorubicin metabolism include NAD(P)H
quinone oxidoreductase I (NQO1), which is implicated in processes that protect against
oxidative stress and carcinogenesis, such as stabilization of the p53 tumour suppressor [9],
and the carbonyl reductases (CRBs) CBR3 and CRB1, which catalyse the reduction of
doxorubicin to doxorubicin in vivo [10].

Ifosfamide is a DNA alkylating agent that is transformed into several metabolites,
some being therapeutically active and others toxic. In this process, aldehyde dehydrogenase
1A1 (ALDH1A1) mediates the detoxification of aldoifosfamide to carboxyifosfamide, and
modifications in this enzyme activity are known to be related to toxicity and tumour
resistance [11].

Polymorphisms of genes coding for these proteins may influence the pharmacokinetic
and pharmacodynamic variability of anthracycline or ifosfamide therapies, and, therefore,
contribute to toxicity and treatment resistance and eventually compromise survival [12].
Several studies, mostly performed in breast cancer, have tried to correlate single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in these genes with toxicity or outcome, with inconclusive re-
sults [9,13–17]. Moreover, information about pharmacogenetics in sarcomas is scarce, and
to our knowledge, no studies have been performed to date in the context of high-risk
localised STS. The aim of this study was to analyse the relationship between germline
polymorphisms in genes involved in the metabolism of anthracyclines or ifosfamide and
toxicity, pathological response and survival in high-risk localised STS treated with neoadju-
vant chemotherapy.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We included 95 patients diagnosed with extremity or trunk STS treated with neoadju-
vant chemotherapy or chemoradiotherapy at Hospital de la Santa Creu i Sant Pau from
January 2006 to March 2021. Patients received different regimens of chemotherapy ac-
cording to local practice or clinical trials. The majority of patients received epirubicin
60 mg/m2 per day (days 1, 2) plus ifosfamide 3 g/m2 per day (days 1, 2, 3), repeated every
21 days for 3 cycles (64.2% of patients), or high dose ifosfamide 12 g/m2 (25.2% of patients)
(Table 1). The use of neoadjuvant or adjuvant radiotherapy was discussed individually in
the multidisciplinary tumour board.
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Table 1. Demographic and clinicopathological characteristics of high-risk soft tissue sarcoma patients
(n = 95).

Patient and Tumour Characteristics (n = 95) n %

Age (years)

Median 53
Range 19–77
<60 68 71.6
�60 27 28.4

Sex

Male 59 62.1
Female 36 37.9

ECOG * performance status

0 34 35.8
1 40 42.1
2 4 4.2
Unknown 17 17.9

Histology

Undifferentiated pleomorphic sarcoma 28 29.5
Synovial sarcoma 19 20.0
Spindle cell sarcoma, NOS ** 15 15.8
Leiomyosarcoma 10 10.5
Myxofibrosarcoma 7 7.4
Myxoid liposarcoma 3 3.2
Pleomorphic liposarcoma 3 3.2
Malignant peripheral nerve sheath tumour 3 3.2
Others 7 7.4

Site

Lower limb 73 76.8
Upper limb 16 16.8
Trunk 6 6.3

Chemotherapy

Epirubicin-ifosfamide 61 64.2
High-dose ifosfamide 24 25.2
Others 10 10.5

Radiotherapy

Neoadjuvant 40 42.1
Adjuvant 36 37.9
Neoadjuvant and adjuvant 12 12.6
No 7 7.4

Pathological response

�90% 35 36.8
<90% 44 56.8
Not evaluable 10 6.3

* ECOG Eastern Cooperative Oncology Group; ** NOS: not otherwise specified.

Four patients were diagnosed with stage IV disease but were treated with chemother-
apy with neoadjuvant intent to pursue surgery. These patients were included in the toxicity
and response analyses, but not in the survival calculations.

Of the 95 patients treated with neoadjuvant chemotherapy, for 40 patients DNA was
extracted from blood samples, and for 39 patients DNA was extracted from formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tumour tissue. DNA was not available for 16 patients and,
therefore, they were not included in the genetic analyses.
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Regarding toxicity, only grade 3 and 4 events were recorded. Toxicities were graded
using CTCAE v.4.03 [18]. The major toxicities included were anaemia, thrombocytopenia,
neutropenia, febrile neutropenia, transaminitis and haemorrhagic cystitis. For evaluating
the pathological response, we dichotomized the variable to higher or lower than 90% re-
sponse, considering necrosis and other therapy-related changes according to an adaptation
of the EORTC-STBSG recommendations [19].

The study was conducted according to the guidelines of the Declaration of Helsinki,
and approved by the Institutional Ethics Committee of Institut de Recerca Biomèdica Sant
Pau (IIB-Sant Pau) (IIBSP-SAR-2016-102). All patients gave a signed, informed consent.

2.2. Genotyping
We analysed 10 SNPs in 5 genes involved in anthracycline metabolism (ABCB1, ABCC2,

NQO1, CBR3, and SLC22A16) and 2 SNPs in the ALDH1A1 gene involved in ifosfamide
catabolism. The selected SNPs were variants with functional evidence or previously re-
ported clinical associations with chemotherapy regimens containing anthracyclines and/or
ifosfamide [4,6,11]. All of the SNPs had a minor allele frequency (MAF) over 0.15 and an r2
threshold of 0.8 in the European population [20]. Table 2 provides detailed information on
the selected SNPs, and summarizes the studies with significant findings on the functionality
of the SNPs or on pharmacogenetic associations.

Table 2. Selected single nucleotide polymorphisms (SNPs) in anthracycline and ifosfamide drug
pathways.

Drug Pathway/Gene
Symbol refSeq MAF

(Minor Allele) SNP Label Protein Label References for Rationale

ANTHRACYCLINES
ABCB1 rs1045642 0.48 (C) c.3435T>C p.Ile1145= [7,14,21–25]

rs2032582 0.41 (T);
0.02 (A)

c.2677T>G;
c.2677T>A

p.Ser893Ala;
p.Ser893Thr [14,15,22,24]

rs1128503 0.42 (T) c.1236T>C p.Gly412= [14,26]
ABCC2 rs3740066 0.37 (T) c.3972C>T p.Ile1324= [13,27,28]

rs2273697 0.20 (A) c.1249G>A p.Val417Ile [13,27,29–32]
NQO1 rs1800566 0.21 (T) c.559C>T p.Pro187Ser [9,16,33]
CBR3 rs8133052 0.45 (A) c.11G>A p.Cys4Tyr [10]

rs1056892 0.35 (A) c.730G>A p.Val244Met [10,23,34]
SLC22A16 rs6907567 * 0.22 (C) c.312T>C p.Asn104= [29,31]

rs12210538 0.24 (C) c.1226T>C p.Met409Thr [15]
IFOSFAMIDE

ALDH1A1 rs3764435 0.49 (G) c.1434-
680T>G [17]

rs168351 0.16 (C) c.1434-
1115T>C [17]

ABCB1: ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1, ABCC2: ATP Binding Cassette Subfamily C Member 2,
NQO1: NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1, CBR3: Carbonyl Reductase 3, SLC22A16: Solute Carrier Family 22
Member 16, ALDH1A1: Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member A1, SNP: single nucleotide polymorphism,
MAF: minor allele frequency (1000 Genomes Project, European population; accession date: 31 March 2021),
refSeq: reference sequence. Label according to the accession numbers: NM_001348946.1 (ABCB1), NM_000392.4
(ABCC2), NM_000903.2 (NQO1), NM_001236.3 (CBR3), NM_033125.3 (SLC22A16), NM_000689.4 (ALDH1A1).
* rs6907567 is in linkage disequilibrium with rs714368 (D’: 1.0, r2: 1.0 in European population; data from the
1000 Genomes Project).

Genomic DNA was obtained by automatic extraction from peripheral whole-blood
samples (Autopure, Qiagen, Hilden, Germany) or using the GeneRead DNA FFPE Kit (Qia-
gen, Hilden, Germany) from FFPE tumour blocks. DNA was quantified and its quality was
checked using the NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilming-
ton, DE, USA). The SNPs were analysed by real-time PCR using TaqMan® SNP genotyping
assays on a 7900 HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
All the procedures were performed as specified in the manufacturers’ instructions.
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We performed a genotype quality control and observed that the CBR3 rs8133052
variant had a high missing genotype rate (>90%) and the SLC22A16 rs12210538 showed a
significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium, and therefore we removed both
of them from the association studies. The allele frequencies of the rest of the SNPs were
similar to those reported in the 1000 Genomes project for the European population. All
DNA samples had a call rate higher than 90% and therefore were included in the study.

2.3. Statistics
Recurrence-free survival (RFS) was defined as the time from the start of neoadjuvant

chemotherapy until the date of local or distant recurrence, whichever occurred first. Overall
survival (OS) was calculated from the date of diagnosis (biopsy) to death from any cause
or last clinical follow-up. The associations between SNPs and toxicities or responses were
evaluated with cross-tables using Chi-square or Fisher’s exact test according to the variable
characteristics. For the RFS and OS analyses, we used Kaplan-Meier curves and a log-rank
test. Cox regression was applied for the multivariate analyses, including the statistically
significant clinicopathological variables as covariables. Our sample size had over 80%
statistical power to detect the effect of genetic variants with an f = 0.25 (two-sided test with
↵ = 0.05) (G*power version 3.1.9.2, Düseldorf, Germany) [35].

All the SNPs were tested for Hardy-Weinberg equilibrium using a Chi-square test.
For the tri-allelic variant ABCB1 rs2032582, we considered the patients with GG genotype
to be wild-type, patients with GT or GA genotypes to be heterozygous, and patients
with TT, TA or AA genotypes to be homozygous for the low-frequency alleles, in order
to enable cross-table analyses, as we did in a previous study [36]. We also removed
patients with GA, TA and AA genotypes (n = 5) for haplotype analysis with PLINK.
We considered co-dominant, dominant, and recessive models of inheritance whenever
appropriate. Haplotype analyses for ABCB1, ABCC2 and ALDH1A1 were performed to
explore the influence of specific allelic combinations on toxicity, pathological response and
survival. Statistical significance was set at less than 0.05. Statistical analyses were performed
using SPSS (version 25, IBM), and haplotype analyses using PLINK (v1.07, Shaun Purcell,
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/ last accessed on 14 March 2022) [37].

3. Results
Patient and tumour characteristics are summarized in Table 1. The median OS in our

series, excluding stage IV patients, was 79.7 (range 24.2–135.2) months, and the median RFS
was 31.7 (range 19.1–44.3) months. Sex, age and administration of radiotherapy (RT) were
found to be significantly associated with OS (p = 0.042, p = 0.022 and p = 0.016 respectively).
These variables were included in the multivariate analyses for survival. For toxicity and
response analyses, sex, age and administration of neoadjuvant radiotherapy were included
in the multivariate analysis.

3.1. Genetic Variants and Toxicity
Fifty-four patients treated with anthracyclines and 71 treated with ifosfamide were

available for toxicity analyses (Table 3).
For patients treated with anthracyclines, the ABCC2 rs3740066 variant was significantly

associated with the risk of febrile neutropenia, as 77.8% of patients (7/9) with TT genotype
developed febrile neutropenia, compared to 33.3% (8/24) of heterozygous patients, and
27.8% (5/18) of patients homozygous for the most frequent C allele (p = 0.040). This
statistical significance was maintained in the multivariate analysis (p = 0.031). For the
ABCC2 rs2273697, 48.6% (17/35) of GG homozygous patients developed febrile neutropenia
compared to 26.7% (4/15) of heterozygous patients and no patients (0/4) with AA genotype
(p = 0.103). In the multivariate analysis, a trend was observed toward the association
between this SNP and the risk of febrile neutropenia (p = 0.077).



 54 

J. Pers. Med. 2022, 12, 618 6 of 14

Table 3. Univariate associations between genetic variants and toxicities and pathological response.

n
G3-4

Anaemia
n (%)

G3-4
Thrombo-
Cytopenia

n (%)

G3-4
Neutropenia

n (%)

Febrile
Neutropenia

n (%)

G3-4
Transaminitis

n (%)

Haemorrhagic
Cystitis

n (%)

Pathological
Response >
90% n (%)

ANTHRACYCLINES

ABCC1—rs1045642

GG 19 5 (26.3%) 1 (5.3%) 8 (42.1%) 7 (36.8%) 2 (10.5%) 5 (29.4%)
AG 27 7 (25.9%) 7 (25.9%) 17 (63%) 11 (40.7%) 1 (3.8%) 10 (41.7%)
AA 7 2 (28.6%) 1 (14.3%) 3 (42.9%) 3 (42.9%) 0 (0%) 1 (14.3%)

p-value 1 * 0.22 * 0.323 * 1 * 0.721 * 0.413 *

ABCC1—rs2032582

CC 25 8 (32%) 2 (8%) 13 (52%) 10 (40%) 2 (8%) 9 (42.9%)
CT/CA 23 4 (17.4%) 6 (26.1%) 12 (52.2%) 8 (34.8%) 1 (4.5%) 6 (27.3%)
TT/TA 5 1 (20%) 0 (0%) 2 (40%) 2 (40%) 0 (0%) 0 (0%)
p-value 0.528 * 0.173 * 1 * 0.917 * 1 * 0.192 *

ABCC1—rs1128503

GG 24 7 (29.2%) 3 (12.5%) 12 (50%) 10 (41.7%) 2 (8.3%) 7 (33.3%)
AG 24 5 (20.8%) 5 (20.8%) 13 (54.2%) 8 (33.3%) 1 (4.3%) 8 (36.4%
AA 6 2 (33.3%) 1 (16.7%) 3 (50%) 3 (50%) 0 (0%) 1 (16.7%)

p-value 0.744 0.873 * 1 * 0.786 * 1 * 0.765 *

ABCC2—rs3740066

CC 18 2 (11.21%) 2 (11.1%) 7 (38.7%) 5 (27.8%) 0 (0%) 5 (31.3%)
CT 24 7 (29.2%) 4 (16.7%) 13 (54.2%) 8 (33.3%) 2 (8.7%) 8 (36.4%)
TT 9 4 (44.4%) 2 (22.2%) 7 (77.8%) 7 (77.8%) 1 (11.1%) 3 (37.5%)

p-value 0.167 * 0.784 * 0.179 * 0.04 * 0.398 1.000 *

ABCC2—rs2273697

GG 35 12 (34.3%) 8 (22.9%) 20 (57.1%) 17 (48.6%) 2 (5.9%) 13 (39.4%)
AG 15 2 (13.3%) 1 (6.7%) 6 (40%) 4 (26.7%) 1 (6.7%) 2 (15.4%)
AA 4 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (33.3%)

p-value 0.167 * 0.330 * 0.571 * 0.103 * 1 * 0.219 *

NQO1— rs1800566

GG 34 10 (29.4%) 7 (20.6%) 21 (61.8%) 15 (44.1%) 2 (6.1%) 11 (35.5%)
AG 16 3 (18.8%) 1 (6.3%) 4 (25%) 3 (18.8%) 1 (6.3%) 2 (14.3%)
AA 4 1 (25%) 1 (25%) 3 (75%) 3 (75%) 0(0%) 3 (75.0%)

p-value 0.785 * 0.403 * >0.028 * 0.058 * 0.059 *

CBR3—rs1056892

GG 30 9 (30%) 5 (16.7%) 17 (56.7%) 13 (43.3%) 2 (6.9%) 12 (42.9%)
AG 18 4 (22.2%) 3 (16.7%) 8 (44.4%) 5 (27.8%) 1 (5.6%) 1 (6.7%)
AA 6 1 (16.7%) 1 (16.7%) 3 (50%) 3 (50%) 0 (0%) 5 (50%)

p-value 0.825 * 1 * 0.792 * 0.479 * 1 * 0.024 *

SLC22A16—rs6907567

AA 29 9 (31%) 5 (17.2%) 16 (55.2%) 12 (41.4%) 1 (3.6%) 11 (42.3%)
AG 18 3 (16.7%) 4 (22.2%) 10 (55.6%) 7 (38.9%) 2 (11.1%) 3 (18.8%)
GG 7 2 (28.6%) 0 (0%) 2 (28.6%) 2 (28.6%) 0 (0%) 2 (28.6%)

p-value 0.564 * 0.460 * 0.478 0.926 0.71 0.256 *

IFOSFAMIDE

ALDH1A1—rs3764435

AA 23 5 (21.7%) 2 (8.7%) 9 (39.1%) 6 (26.1%) 3 (13.6%) 1 (4.5%) 9 (40.9%)
AC 30 8 (26.7%) 5 (16.7%) 15 (50%) 11 (36.9%) 0 (0%) 1 (3.3%) 10 (38.5%)
CC 18 3 (16.7%) 1 (5.6%) 7 (38.9%) 7 (38.9%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (35.3%)

p-value 0.771 * 0.636 0.713 * 0.657 * 1 * 0.949 *
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Table 3. Cont.

n
G3-4

Anaemia
n (%)

G3-4
Thrombo-
Cytopenia

n (%)

G3-4
Neutropenia

n (%)

Febrile
Neutropenia

n (%)

G3-4
Transaminitis

n (%)

Haemorrhagic
Cystitis

n (%)

Pathological
Response >
90% n (%)

ALDH1A1—rs168351

AA 56 14 (25%) 7 (12.5%) 24 (42.9%) 19 (33.9%) 2 (3.6%) 1 (1.8%) 17 (33.3%)
AG 14 1 (7.1%) 1 (7.1%) 6 (42.9%) 4 (28.6%) 0 (0%) 1 (7.7%) 8 (61.5%)
GG 2 1 (50%) 1 (50%) 2 (100%) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%)

p-value 0.186 * 0.291 * 0.377 * 1 * 0.38 * 0.097 *

* F Fisher; G: grade; Statistically significant p-values are marked in bold.

Univariate haplotype analysis including ABCC2 variants (rs3740066|rs2273697) showed
that the TG haplotype was significantly associated with febrile neutropenia (p = 0.040), and
this association was retained in the multivariate analysis (p = 0.040). The same was found
for the CA haplotype (univariate: p = 0.006 and multivariate: p = 0.035) (Supplementary
Table S1).

When we studied ABCB1 variants individually we obtained no associations with
toxicity, although when we conducted haplotype analysis (rs1128503|rs2032582|rs1045642)
the TGT haplotype was significantly associated with grade 3-4 anaemia in the multivariate
analysis (p = 0.02) (Supplementary Table S1).

3.2. Genetic Variants and Survival
Fifty of the patients receiving neoadjuvant anthracycline-based chemotherapy were

eligible for survival analysis (Table 4). Two polymorphisms in ABCC2 were found to be
associated with survival: rs3740066 and rs2273697.

Table 4. Univariate associations between genetic variants and overall survival (OS) and recurrence-
free survival (RFS).

SNP n OS RFS

Probability
± s.e * at 3-y

Probability
± s.e at 5-y HR (95% CI) p-

Value
Probability
± s.e at 3-y

Probability
± s.e at 5-y HR (95% CI) p-

Value

ANTHRACYCLINES

ABCB1—rs1045642

GG 16 0.83 ± 0.11 0.68 ± 0.17 1 (reference) 0.352 0.47 ± 0.13 0.47 ± 0.13 1 (reference) 0.712
AG 26 0.73 ± 0.10 0.61 ± 0.11 1.57 (0.42–5.85) 0.48 ± 0.11 0.48 ± 0.11 1.01 (0.42–2.45)
AA 7 1.00 ± 0.00 0.80 ± 0.18 0.41 (1.04–3.99) 0.68 ± 0.19 0.45 ± 0.22 0.61 (0.16–2.31)

ABCB1—rs2032582

CC 23 0.73 ± 0.11 0.65 ± 0.12 1 (reference) 0.253 0.45 ± 0.11 0.45 ± 0.11 1 (reference) 0.59
CT/CA 21 0.83 ± 0.09 0.64 ± 0.14 1.06 (0.35–3.17) 0.49 ± 0.12 0.49 ± 0.12 0.9 (0.39–2.09)
TT/TA 5 1.00 ± 0.00 1.00 ± 1.00 0 0.80 ± 0.18 0.53 ± 0.25 0.462 (0.1–2.08)

ABCB1—rs1128503

GG 22 0.70 ± 0.12 0.59 ± 0.14 1 (reference) 0.316 0.42 ± 0.11 0.42 ± 0.11 1 (reference) 0.552
AG 22 0.85 ± 0.08 0.70 ± 0.12 0.62 (0.2–1.89) 0.53 ± 0.12 0.53 ± 0.12 0.71 (0.3–1.65)
AA 6 1.00 ± 0.00 0.80 ± 0.18 0.23 (0.03–1.93) 0.67 ± 0.19 0.44 ± 0.22 0.54 (0.15–1.95)

ABCC2—rs3740066

CC 15 0.87 ± 0.09 0.75 ± 0.13 1 (reference) 0.049 0.60 ± 0.13 0.49 ± 0.14 1 (reference) 0.471
CT 23 0.88 ± 0.08 0.80 ± 0.11 1.19 (0.29–5.02) 0.45 ± 0.12 0.45 ± 0.12 1.01 (0.4–2.53)
TT 9 0.70 ± 0.18 0.25 ± 0.20 4.97 (1.01–24.4) 0.39 ± 0.17 NR 1.89 (0.59–5.96)

CC/CT 38 0.88 ± 0.06 0.78 ± 0.08 4.4 (1.21–16.31) 0.014 0.52 ± 0.09 0.46 ± 0.09 1.86 (0.68 (5.13) 0.220
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Table 4. Cont.

SNP n OS RFS

Probability
± s.e * at 3-y

Probability
± s.e at 5-y HR (95% CI) p-

Value
Probability
± s.e at 3-y

Probability
± s.e at 5-y HR (95% CI) p-

Value

ABCC2—rs2273697

GG 33 0.80 ± 0.08 0.56 ± 0.12 1 (reference) 0.092 0.47 ± 0.10 0.47 ± 0.10 1 (reference) 0.125
AG 14 0.91 ± 0.08 0.91 ± 0.08 0.33 (0.07–1.53) 0.56 ± 0.13 0.44 ± 0.15 0.91 (0.37–2.25)
AA 3 0.33 ± 0.27 0.33 ± 0.27 2.5 (0.54–11.67) 0.33 ± 0.27 0.33 ± 0.27 3.24 (0.9–11.58)

GG/GA 47 0.84 ± 0.06 0.68 ± 0.09 3.36 (0.74–15.2) 0.095 0.50 ± 0.08 0.45 ± 0.09 3.35
(0.97–11.51) 0.042

NQO1—rs1800566

GG 31 0.81 ± 0.08 0.59 ± 0.11 1 (reference) 0.486 0.50 ± 0.10 0.42 ± 0.11 1 (reference) 0.325
AG 15 0.76 ± 0.12 0.76 ± 0.12 0.79 (0.25–2.55) 0.56 ± 0.14 0.56 ± 0.14 0.769 (0.3–1.96)
AA 4 1.00 ± 0.00 1.00 ± 0.00 0 NR NR 2.17 (0.61–7.69)

CBR3—rs1056892

GG 28 0.82 ± 0.08 0.67 ± 0.12 1 (reference) 0.33 0.41 ± 0.11 0.30 ± 0.12 1 (reference) 0.484
AG 16 0.72 ± 0.12 0.62 ± 0.14 1.8 (0.62–5.52) 0.55 ± 0.13 0.55 ± 0.13 0.87 (0.36–2.06)
AA 6 1.00 ± 0.00 0.75 ± 0.22 0.5 (0.06–4.42) 0.67 ± 0.19 0.67 ± 0.19 0.41 (0.09–1.82)

SLC22A16—rs6907567

AA 28 0.76 ± 0.09 0.60 ± 0.11 1 (reference) 0.49 0.48 ± 0.10 0.42 ± 0.11 1 (reference) 0.279
AG 16 0.94 ± 0.06 0.94 ± 0.06 0.44 (0.09–2) 0.61 ± 0.13 0.61 ± 0.13 0.71 (0.37–2.26)
GG 6 0.75 ± 0.22 0.38 ± 0.29 1.22 (0.27–5.67) NR NR 2.29 (0.73–7.22)

SLC22A16—rs12210538

AA 38 0.81 ± 0.07 0.61 ± 0.10 1 (reference) 0.163 0.48 ± 0.08 0.48 ± 0.08 1 (reference) 0.626
AG 8 1.00 ± 0.00 1.00 ± 0.00 0 0.67 ± 0.20 0.33 ± 0.26 0.58 (0.17–1.96)
GG 4 0.50 ± 0.25 0.50 ± 0.25 1.65 (0.37–7.42) 0.36 ± 0.28 0.36 ± 0.28 1.23 (0.28–5.31)

The statistically significant p-values are marked in bold; * s.e: standard error; NR: not reached.

For rs3740066, the 5-year OS was 25% for patients with a TT genotype, compared
to 78% for patients with CT or CC genotypes (HR: 4.4, 95% CI: 1.21–16.31; p = 0.014 in a
recessive model). This significance was maintained in the multivariate analysis (HR: 5.4,
95% CI: 1.2–22.9; p = 0.024) (Figure 1). For the rs2273697 SNP, 45% of patients with GG
or GA genotypes were free from recurrence at 5 years compared to 33% of patients with
AA genotype (p = 0.042 in a recessive model), and this association was maintained in the
multivariate analysis (HR: 4.6, 95% CI: 1.2–17.5; p = 0.024). We observed a trend toward
a worse 5-year OS associated with this polymorphism (68% for GG or GA vs. 33% for
AA; p = 0.095).

Haplotype analyses for ABCB1 variants (rs1128503|rs2032582|rs1045642) showed that
CGT (univariate: p = 0.042 and multivariate: p = 0.047) and TGT (multivariate: p < 0.001)
haplotypes were significantly associated with OS. The haplotype TGT was also associated
with RFS (univariate: p < 0.001 and multivariate: p = 0.001) (Supplementary Table S2).

Sixty-eight out of 71 patients receiving ifosfamide as part of neoadjuvant treatment
were included in the survival analysis (Table 4). We observed a significant association
between ALDH1A1 rs3764435 and 5-year OS. The 5-year OS was 38% in patients with AA
genotype compared to 71% in patients carrying the C allele (HR: 2.3, 95% CI: 1.02-5.17;
p = 0.038 in a dominant model), although this significance was not maintained in the
multivariate analysis (p = 0.095). This significant association was also observed with RFS,
as patients with an AA genotype had a 5-year RFS of 25% compared to 51% of patients
carrying the C allele in both the univariate and multivariate analysis (univariate: HR: 2.0,
95% CI: 1.04–3.99; p = 0.034 and multivariate: HR: 2.0, 95% CI: 1.01–3.9, p = 0.046).
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Figure 1. Overall survival according to ABCC2 rs3740066 variant in patients treated with anthracy-
clines (multivariate analysis).

Haplotype analyses including both ALDH1A1 variants (rs3764435|rs168351) showed
a significant association between the CA haplotype and OS (univariate: p = 0.034 and
multivariate: p = 0.021). They also showed significant associations between CA and AA
haplotypes and RFS in univariate (p = 0.004 and p = 0.04, respectively) and multivariate
analysis (p = 0.001 and p = 0.02, respectively) (Supplementary Table S2).

3.3. Genetic Variants and Response
None of the evaluated SNPs were correlated with pathological response to treatment

in the multivariate analysis (Table 3).

4. Discussion
To our knowledge, this is the first study describing the clinical significance of poly-

morphisms involved in the anthracycline and ifosfamide metabolic pathways in localised
high-risk STS. Both drugs have high toxicity rates, especially when used in combination,
and there are huge interindividual differences in grades of toxicity between patients. We
found that SNPs rs3740066 and rs2273697 in ABCC2 were significantly associated with
febrile neutropenia and survival in anthracycline-treated patients. Additionally, the SNPs
rs3764435 and rs168351 in ALDH1A1 were significantly associated with survival in patients
who received ifosfamide.

Doxorubicin continues to be the cornerstone in the treatment of sarcomas; however, it
involves not negligible dose-limiting side effects (e.g., cardiotoxicity, myelosuppression,
secondary leukaemia), and there are no validated predictive factors to identify patients at
risk of these dose-limiting toxicities [38]. ABCC2 (MRP2) is an efflux transporter involved in
doxorubicin exposure, which plays a central role in detoxification by secreting metabolites
into bile and mediates cellular resistance to chemotherapies such as vincristine, doxorubicin
and cisplatin [39]. Different polymorphisms in its encoding gene have been identified as
being involved in haematological and gastrointestinal toxicities [13]. Tecza et al. conducted
a study to evaluate genetic and clinical risk factors in a group of 324 breast cancer patients
that received FAC chemotherapy (fluorouracil, doxorubicin and cyclophosphamide) [13].
They described a higher risk of grade 1–3 nausea for patients with CT/TT genotypes and
severe neutropenia in patients with TT genotype for rs3740066. They also found the AA
genotype for rs2273697 to be protective for grade 1–2 anaemia compared to AG or GG
genotypes. Additionally, the GG genotype for rs2273697 has been found to be associated
with decreased progression-free survival (PFS) in people with gastrointestinal stromal
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tumours when treated with imatinib [29], and also with worse OS and PFS in patients with
mesothelioma treated with cisplatin and pemetrexed [30].

Unfortunately, there is no evidence in the literature that correlates ABCC2 polymor-
phisms with the outcome and anthracycline efficacy in STS. In the present study, we found
ABCC2 rs3740066 to be associated with toxicity and decreased survival in patients with
STS: patients homozygous for the T allele were more susceptible to haematological toxicity
(febrile neutropenia), in line with the results reported by Tecza et al., and had shorter OS.
For the other polymorphism studied in this gene, G allele carriers for rs2273697 showed
longer RFS, contrary to other studies [29,30]. In addition, the TG (rs3740066|rs2273697)
haplotype was also statistically significant for higher risk of febrile neutropenia. These
findings are supported by previous studies that show ABCC2 variants to have an effect on
the transporter activity. ABCC2 rs3740066 is in linkage disequilibrium with the rs717620
promoter variant that has been associated with reduced promoter activity and with lower
ABCC2 mRNA levels [31,40], and rs2273697 is a nonsynonymous variant. Pharmacokinetic
studies have shown that the T allele for rs3740066 was associated with higher areas under
the curve for irinotecan metabolites, probably due to decreased activity of the ABCC2
transporter [27,28], and that the A allele for rs2273697 was associated with decreased sys-
temic drug exposure [27,31,32]. These data might explain the higher risk of haematological
toxicity and the association with survival observed in our sample. It should be noted that
most of the published literature is focused on detecting a risk of anthracycline-related
cardiotoxicity; this was not an objective in our study as cumulative anthracycline dose was
low and no cardiotoxicity was reported.

ABCB1 is another multidrug efflux transporter that has been postulated to be involved
in doxorubicin resistance, drug disposition, toxicity and response [4,6]. Three SNPs in this
gene—rs1128503, rs2032582 and rs1045642—are in strong linkage disequilibrium [7] and
are thought to play a role in drug response and disease susceptibility. In a pharmacogenetic
study conducted by Caronia et al. in patients with osteosarcoma, TTT haplotype was
associated with better survival [26], and the effect was higher for rs1128503, with T allele
being protective for OS. In our study, we observed an association between TGT haplotype
and OS, RFS and grade 3–4 anaemia, and also between CGT haplotype and OS. These
allele combinations may modify the activity of the transporter and affect the therapeutic
effectiveness of the chemotherapy, with an impact on survival and toxicity. It is worth
mentioning that these two haplotypes are found at a very low frequency (3–7%) and,
therefore, further studies are needed to establish their relevance.

Ifosfamide is one of the most useful drugs in the treatment of sarcomas; neverthe-
less, it is also associated with important side effects (e.g., urotoxicity, encephalopathy)
that may limit its utilisation [11]. ALDH1A1 has been characterised as a determinant of
cellular sensitivity to cyclophosphamide and other oxazaphosphorines [41]. It also con-
tributes to alcohol metabolism and has been related to alcohol dependence [42]. Yao et al.
published a pharmacogenetic study of 882 breast cancer patients treated with adjuvant
chemotherapy including anthracyclines and ifosfamide. Patients with the AA genotype
for rs3764435 and patients with AA (rs3764435|rs168351) haplotype had a higher risk of
grade 3–4 haematological toxicity than C allele carriers [17]. In our sample, we could not
confirm the associations of ALDH1A1 variants with toxicity. Nevertheless, we did find a
significant association between rs3764435 and CA haplotype with worse OS and RFS.

Published data on ifosfamide pharmacogenetics are scarce and, to the best of our
knowledge, no studies have been previously conducted in STS. However, high expression of
ALDH1A1 has been associated with resistance to chemotherapy in in vitro studies [43–45],
and with worse disease-free survival and OS after neoadjuvant chemotherapy in breast
cancer [46] The ALDH1A1 enzyme participates in the conversion process of ifosfamide
to its active metabolite, by the detoxification of aldoifosfamide. Thus, altered ALDH1A1
function due to common genetic variants may affect the availability of the active metabolite,
and therefore compromise patients’ survival. The rs3764435 ALDH1A1 is an intronic
variant that affects several putatively regulatory motifs, indicating that it may have an
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impact on the regulation of ALDH1A1 expression, as it has been reported for other intronic
variants in the genome [47]. Further research is needed to delineate ALDH1A1 variants as
survival predictors.

In the present study, we have identified novel associations between ABCC2 and
ALDH1A1 polymorphisms and toxicity and efficacy of STS treatment that add knowledge
to this field of research. However, our study has certain limitations. The sample size is
moderate, but unique considering STS is a rare cancer and neoadjuvant chemotherapy
is not widely used. Additionally, there is inherent variability in STS histology, prognosis
and chemosensitivity that is also represented in our series. In addition, DNA was isolated
from peripheral blood and from FFPE tissue, and although a high correlation has been
described [48], this might have influenced the genotyping results. Finally, available func-
tionality data of the variants with significant associations in our study is not sufficient
to draw definitive conclusions. Therefore, we consider this study the first hypothesis-
generating pharmacogenetic study in a move towards personalizing neoadjuvant treatment
in soft tissue sarcoma.

5. Conclusions
In the present study, we have established for the first time a relationship between

ABCC2 and ALDH1A1 polymorphisms and toxicity and survival in high-risk STS pa-
tients receiving neoadjuvant chemotherapy. Pharmacogenetics in STS could help identify
patients at lower risk of developing toxicity and those who would benefit most from
neoadjuvant treatment.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/jpm12040618/s1, Supplementary Table S1 (Haplotype associ-
ation analysis of ABCC2, ABCB1 and ALDH1A1 polymorphisms with toxicity/response); Supple-
mentary Table S2 (Haplotype association analysis of ABCC2, ABCB1 and ALDH1A1 polymorphisms
with survival).
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Supplementary Table S2. Haplotype association analysis of ABCC2, ABCB1 and ALDH1A1 
polymorphisms with survival. 
 

Overall survival Recurrence-free survival 
Haplotype p-value 

univariate 
p-value 
multivariate 

p-value 
univariate 

p-value 
multivariate 

Anthracycline pathway 
ABCB1 (rs1128503|rs2032582|rs10456429) 

 

TTT 0.243 0.083 0.394 0.135 
TTC 0.459 0.498 0.540 0.545 
TGT 0.059 <0.001 <0.001 0.001 
CGT 0.042 0.047 0.109 0.112 
CGC 0.171 0.053 0.263 0.092 
ABCC2 (rs3740066|rs2273697) 

  

TA 0.815 0.988 0.402 0.275 
CA 0.544 0.835 0.486 0.869 
TG 0.091 0.185 0.095 0.193 
CG 0.216 0.224 0.167 0.133 
Ifosfamide pathway 
ALDH1A1 (rs3764435|rs168351) 

  

CG 0.313 0.579 0.363 0.665 
AG 0.405 0.369 0.284 0.228 
CA 0.034 0.021 0.004 0.001 
AA 0.139 0.094 0.040 0.020 
 

The statistically significant p-values are marked in bold. 
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Abstract: Poor long-term survival in localized high-risk soft tissue sarcomas (STSs) of the extremities
and trunk highlights the need to identify new prognostic factors. CXCR4 is a chemokine receptor
involved in tumor progression, angiogenesis, and metastasis. The aim of this study was to evaluate
the association between CXCR4 expression in tumor tissue and survival in STSs patients treated with
neoadjuvant therapy. CXCR4 expression was retrospectively determined by immunohistochemical
analysis in serial specimens including initial biopsies, tumors post-neoadjuvant treatment, and
tumors after relapse. We found that a positive cytoplasmatic expression of CXCR4 in tumors after
neoadjuvant treatment was a predictor of poor recurrence-free survival (RFS) (p = 0.003) and overall
survival (p = 0.019) in synovial sarcomas. We also found that positive nuclear CXCR4 expression
in the initial biopsies was associated with poor RFS (p = 0.022) in undifferentiated pleomorphic
sarcomas. In conclusion, our study adds to the evidence that CXCR4 expression in tumor tissue is a
promising prognostic factor for STSs.

Keywords: soft tissue sarcomas; synovial sarcomas; undifferentiated pleomorphic sarcomas; prog-
nostic factor; CXCR4

1. Introduction
Soft tissue sarcomas (STSs) include more than 80 histological subtypes of rare tumors

derived from mesenchymal tissues [1]. Standard treatment for localized disease is wide
local excision [2], and known prognostic factors are tumor size, location depth, and high
grade. Several validated nomograms are used to predict the risk of recurrence [3]. Neoad-
juvant chemotherapy, based on a combination of anthracyclines and ifosfamide and/or
radiotherapy are additional treatment options for patients with STSs of the extremities
and trunk at high risk of relapse [4]. However, despite multimodality treatment, 40 to 50%
of patients develop distant metastases. Current treatment for these patients is systemic
chemotherapy but long-term survival remains poor [5]. To improve the survival rates, it is
therefore essential to select the best treatment option for each patient based on histological
subtype, tumor biology, and prognostic factors.
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The CXCR4 chemokine receptor is a promising prognostic biomarker in cancer. CXCR4 is a
G-protein coupled receptor located on the cell surface, but it is also expressed in cytoplasm and
the nucleus, and its subcellular localization contributes to the regulation of CXCR4-mediated
signaling pathways [6–8]. CXCL12, also known as chemokine stromal cell-derived factor-1
(SDF-1), is the natural ligand of CXCR4. The CXCR4/CXCL12 complex mediates tumor growth
and metastasis [8–14]. High CXCR4 expression has been associated with poor prognosis in
several malignant tumors [15–18] including mesenchymal neoplasms [19–22].

Additional research shows that CXCR4 is overexpressed in cancer stem cells in various
tumors, driving a more tumorigenic phenotype [23–25]. These cells have been identified
in many mesenchymal tumors [26–29]. Cancer stem cells may contribute to treatment
resistance and cancer relapse due to their ability to self-renew and switch to a quiescent
state [30]. To improve conventional cancer treatments, therapeutic approaches targeting the
CXCR4 chemokine receptor such as small molecules, peptidic antagonists, and monoclonal
antibodies are currently under development [31]. CXCR4-targeted nanoparticles are also
under investigation in several cancer types [32–35]. Since 2012, our oncogenesis and
antitumor drugs research group has been developing a therapeutic nanoparticle for CXCR4-
targeted drug delivery. This is currently being tested in several CXCR4-overexpressing
cancer types, and preclinical results are encouraging [36–40].

Strong predictive and prognostic factors are lacking in STSs. Several studies that have
focused on the identification of molecular biomarkers in STSs have led to the development of
transcriptomic signatures [41–43]. These signatures are awaiting validation in prospective trials.
However, continued investigation into additional and more informative biomarkers is needed.
Aware that CXCR4 could be a valuable prognostic factor in cancer [15–19] and a therapeutic
target [44,45], it has been hypothesized that CXCR4 expression could be a useful tool to help
decision-making in patients with high-risk soft tissue tumors [19,46]. In a well-defined cohort of
high-risk STSs patients, we determined CXCR4 nuclear and cytoplasmatic expression in serial
samples including initial biopsies, tumors post-neoadjuvant surgical treatment, and tumors after
relapse. Based on this comprehensive approach, our objective was to study whether CXCR4
could be useful to detect patients at high risk of relapse or death, and to predict sensitivity to
neoadjuvant systemic treatment.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Forty-eight patients with STSs of the extremity or trunk and treated with neoadjuvant
chemotherapy (anthracyclines and/or ifosfamide) or chemoradiotherapy were recruited at
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau between January 2006 and March 2021. The archived
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor tissue samples available for the study
were 30 initial biopsies, 41 post-neoadjuvant treatment tumors, and 13 post-relapse tumors.

2.2. Immunohistochemistry
Tissue microarrays (TMAs) were constructed to analyze the expression of CXCR4 by

punching 3 mm diameter cylindrical tissue cores from paraffin blocks and re-embedding
them into the microarrays. Two tumor samples were included into each TMA to verify
antibody specificity and staining quality. Immunohistochemical staining of the TMAs
was then performed in a DAKO Autostainer Link48 (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
using the anti-CXCR4 antibody (1:200; Abcam, Cambridge, UK, ab124824) following the
manufacturer’s instructions. All TMAs were independently examined by two investigators
(AG and ACV) under an optical microscope. CXCR4 expression was evaluated both in
the cytoplasm (included expression in cell membrane) and in the nucleus of tumor cells.
The intensity of the staining and the percentage of positive cells were used to define the
immunohistochemical score (H-score). We defined a dichotomous variable considering
tumors having an H-score = 0 as “negative expression” and tumors with an H-score � 1 as
“positive expression”.
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Representative pictures were taken using an Olympus DP73 camera and processed
using Olympus cellSens Entry 1.18 software (Olympus, Tokyo, Japan).

2.3. Statistics
Recurrence-free survival (RFS) was defined as the date of starting neoadjuvant chemother-

apy until the date of local or distant recurrence, whichever occurred first. Overall survival
(OS) was calculated from the date of diagnosis (biopsy) to date of death from any cause or
last clinical follow-up. We used Kaplan–Meier curves and a log-rank test for OS and RFS
analyses. Cox-regression was applied for the multivariate analyses. Survival analyses for
age at diagnosis (<60 years versus �60 years), sex, Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) performance status (PS) (1–2 versus 0), chemotherapy regimen (anthracyclines plus
ifosfamide versus high dose ifosfamide) and neoadjuvant radiotherapy were performed.
The statistically significant clinicopathological variables were included as covariables in
the multivariate analyses. Statistical significance was set at p  0.05. All statistical analyses
were performed using IBM SPSS Statistics (version 26.0).

3. Results
3.1. Clinical Results

Baseline characteristics of the patients and tumors are shown in Table 1. Median OS
was 65.2 (range 38.0–92.4) months, and median RFS was 30.1 (range 21.1–39.1) months.
Thirty patients (62.5%) relapsed and 26 died (54.2%) during follow-up. The analyses of
the clinicopathological variables that, according to existing knowledge, would influence
survival in STSs patients treated with neoadjuvant chemotherapy showed that ECOG PS
and age were significantly associated with OS. Patients with an ECOG PS of 1–2 showed
worse survival than patients who had ECOG PS 0 [39.4 months (95% CI: 10.5–68.2) versus
not reached; p = 0.035]. Patients under 60 years of age had a median OS of 113 [95% CI:
not applicable (NA)] months, whereas patients aged 60 or over had a median OS of 24.6
(95% CI: 0.0–50.7) months (p = 0.004). These variants were included in the multivariate
analyses for OS. As none of the clinicopathological variables analyzed showed statistically
significant associations with RFS, multivariate analyses for RFS were not performed.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of high-risk patients with soft tissue sarcoma.

Patient and Tumor Characteristics N = 48 %

Age (years)
Median 53
Range 20–77

<60 34 70.8
�60 14 29.2

Sex
Male 30 62.5

Female 18 37.5

ECOG * Performance status
0 15 31.3
1 17 35.4
2 1 2.0

Unknown 15 31.3

Histology
Undifferentiated pleomorphic sarcoma 17 35.4

Synovial sarcoma 10 20.8
Spindle cell sarcoma, NOS ** 9 18.8

Others 12 25.0

Chemotherapy
Epirubicin-ifosfamide 25 52.1
High-dose ifosfamide 15 31.2

Others 8 16.7
* ECOG—Eastern Cooperative Oncology Group; ** NOS—Not-otherwise specified.
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3.2. CXCR4 Expression and Localization
Figure 1 shows CXCR4 expression in some histological subtypes of STSs.
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neoadjuvant treatment, CXCR4 positivity was 49% (20/41) (5 nuclear, 14 cytoplasmatic, 
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Figure 1. Examples of CXCR4 expression determined by immunohistochemistry. (1-A) CXCR4
nuclear and cytoplasmatic positive immunostaining in high-grade spindle cell sarcoma (20⇥).
(1-B) CXCR4 negative immunostaining in undifferentiated pleomorphic sarcoma (20⇥). (1-C) CXCR4
nuclear positive immunostaining in synovial sarcoma (20⇥). (2-A) CXCR4 cytoplasmatic positive
immunostaining in the initial biopsy of a 46-year-old woman with biphasic synovial sarcoma (20⇥).
(2-B) CXCR4 negative immunostaining in post-neoadjuvant treatment biopsy of a 46-year-old woman
with biphasic synovial sarcoma (20⇥).

Eighty percent (24/30) of initial biopsies had positive CXCR4 expression (11 nuclear,
6 cytoplasmatic, and 7 both nuclear and cytoplasmatic). In surgical samples after neoad-
juvant treatment, CXCR4 positivity was 49% (20/41) (5 nuclear, 14 cytoplasmatic, and
1 both nuclear and cytoplasmatic). Fifty-four percent (7/13) of tumors after relapse were
positive for CXCR4 (2 nuclear and 5 cytoplasmatic) (Figure 2). Our data showed that
the predominant localization pattern of CXCR4 expression in the initial biopsies was
nuclear, whereas in the post-neoadjuvant treatment tumors, it was cytoplasmatic. These
differences, however, were not statistically significant. No specific pattern of CXCR4
expression was detected among the various histological subtypes of STSs or according to
the treatment received.

3.3. CXCR4 in the Cohort
Numerical differences were found in RFS and OS according to CXCR4 cytoplasmatic

expression in post-neoadjuvant treatment tumors, but they did not reach statistical signifi-
cance. Five-year RFS was 20% for patients with positive CXCR4 cytoplasmatic expression
compared to 46% for patients with negative cytoplasmatic expression (p = 0.1). The 5-year
OS was 30% for patients with cytoplasmatic CXCR4-positive expression compared to 63%
for patients with CXCR4-negative expression (p = 0.06) (Figure 3).
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Figure 2. CXCR4 expression in the evolution of the STSs tumors: before and after neoadjuvant
treatment and post-relapse.
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Figure 3. Overall survival according to cytoplasmatic CXCR4 expression in post-neoadjuvant surgical
samples.

When analyzing tumors at relapse, nuclear CXCR4 expression predicted shorter OS,
although the number of samples was scarce. During the follow-up period, both patients with
CXCR4-positive expression (2/2) and 70% (7/10) of patients with CXCR4-negative expression
died [18 months (95% CI: NA) in positive CXCR4 versus 53.9 months (95% CI: 17.12–90.68)
in negative CXCR4; p = 0.017]. Inversely, positive cytoplasmatic CXCR4 expression was
associated with higher OS. Sixty percent (3/5) of patients with CXCR4-positive expression,
and 88% (7/8) with CXCR4-negative expression died [113 months (95% CI: 27.95–198.02) in
positive CXCR4 versus 39.4 months (95% CI: 29.20–49.56) in negative CXCR4; p = 0.039].

In the multivariate analyses, none of the associations observed with OS retained
statistical significance after adjusting for the clinicopathological covariates.
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3.4. CXCR4 in Synovial Sarcomas
Patients with synovial sarcomas (N = 9) that expressed cytoplasmatic CXCR4 in

surgical biopsies after neoadjuvant treatment showed unfavorable RFS [17.3 months
(95% CI: 7.22–27.40) in positive CXCR4 versus not reached in negative CXCR4; p = 0.003]
(Figure 4A). At 5 years, all patients with cytoplasmatic CXCR4-positive expression re-
lapsed compared to a RFS rate of 80% for patients with CXCR4-negative expression. The
same association was observed for OS; positive cytoplasmatic CXCR4 expression predicted
shorter survival [42.6 months (95% CI: 31.47–53.64) in positive CXCR4 versus not reached
in negative CXCR4; p = 0.019] (Figure 4B). At 5 years follow-up, all CXCR4-positive patients
and 75% of CXCR4-negative patients died.
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No statistically significant associations were observed between nuclear CXCR4 expres-
sion after neoadjuvant chemotherapy and survival.

3.5. CXCR4 in Undifferentiated Pleomorphic Sarcomas (UPS)
Statistically significant differences in RFS were found according to the nuclear CXCR4

expression in initial biopsies in patients with UPS (N = 12). Patients whose tumors expressed
CXCR4 in the cell nucleus at diagnosis showed worse RFS than patients whose tumors
did not express the protein [9.2 months (95% CI: 4.40–14.10) versus 20.1 months (95% CI:
5.51–34.62), respectively; p = 0.022] (Figure 5). This association was not observed in OS
(p = 0.3).
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No statistically significant associations were found between cytoplasmatic CXCR4
expression at diagnosis and survival.

4. Discussion
In this study, we found that CXCR4 expression predicted poor prognosis in several

histological subtypes of STSs. In synovial sarcomas in the post-neoadjuvant setting, we
observed that cytoplasmic CXCR4 was associated with survival. Additionally, nuclear
CXCR4 expression was associated with RFS in the initial biopsies in UPS.

Previous studies have shown that CXCR4 correlates with the expression of the angio-
genic factor VEGF in STSs [22,47], and that the CXCR4/CXCL12 complex may participate
in tumor dissemination and metastasis in rhabdomyosarcoma cell lines [10,12]. In synovial
sarcoma, cancer stem cells expressing CXCR4 have been shown to have tumor initiation and
self-renewal capacity [29]. Oda et al. [22] reported that CXCR4 expression was associated
with tumor site and tumor necrosis, and that CXCR4 overexpression and high stage could
be prognostic factors in malignant non-round cell tumors. These results were in line with
associations described between high CXCR4 expression and poor outcome in patients with
rhabdomyosarcoma [21] and synovial sarcoma [29,48], and in a 12-study meta-analysis of
bone sarcomas and STSs [19].

Our results are consistent with these studies and show that cytoplasmatic CXCR4
expression after neoadjuvant treatment may be a useful biomarker to detect high-risk
patients. We suggest that CXCR4 expression in the post-neoadjuvant setting could identify
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tumors with cancer stem cells that are resistant to neoadjuvant treatment and may be
involved in tumor relapse [49], eventually impacting survival. These observations are
especially relevant in synovial sarcoma characterized by a high incidence of metastatic
disease [50], and a low 5-year OS rate [3,51]. We also found an association between positive
nuclear CXCR4 expression in the initial biopsy and worse RFS in patients with UPS. Thus,
synovial sarcoma and UPS patients whose tumors express CXCR4 may benefit the most
from the development of CXCR4-targeted therapies and/or intensive surveillance.

Another finding of interest in our study was the observation that in tumors after
relapse, nuclear CXCR4 expression was associated with worse OS, while cytoplasmatic
CXCR4 expression was associated with better OS. CXCR4 transfers from the cytoplasm
to the nucleus after CXCL12 binding [7,52,53], and once in the nucleus, it facilitates the
activation of the hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) pathway [54]. Additionally, CXCR4
nuclear staining has been detected in cells of metastatic tumors [6,53]. Based on our results,
we can speculate that the nuclear translocation of CXCR4 may also be relevant in the
metastatic disease in STSs, and may provide additional treatment options in this late stage
of the disease.

Most studies show that nuclear, cytoplasmic, or membrane CXCR4 expression corre-
lates with poor survival, and that CXCR4 location differs by cancer type [55]. Interestingly,
the diverse CXCR4 location may activate different signaling pathways, cellular responses,
and cancer progression [55]. Additionally, subcellular location determines the targeted
therapy approach used to ensure that it reaches its target, which would be more difficult for
nuclear location [56]. Our observation of associations between CXCR4 nuclear or cytoplas-
mic expression and poor prognosis in STSs differs from those described between CXCR4
membrane expression and poor prognosis in epithelial cancers [55,57]. Nonetheless, these
results are supported by the cellular localization of CXCR4, differing according to cell type,
tumor histology, and tumor stage. Sarcomas derive from non-transformed mesenchymal
stem cells [58] that express CXCR4 in the nucleus [59]. Normal epithelial cells or tissues
and epithelial-derived primary tumors express CXCR4 in the membrane [60]. Metastatic
carcinomas, which have undergone epithelial–mesenchymal transition, express CXCR4 in
the nucleus [6,52,61].

Here, we provide evidence of the prognostic value of CXCR4 expression in tumors
of patients with STSs who received neoadjuvant treatment. However, our study has some
limitations. First, it involved a small number of patients due to the limited availability
of FFPE for research purposes, but as far as we know, this is the first study to determine
nuclear and cytoplasmatic expression of CXCR4 in serial samples. This approach allowed
us to detect differences for some histological subtypes, showing its suitability in highly
heterogeneous tumors such as STSs. Second, the number of patients for each histological
subtype was low due to the rarity of these tumors. Nevertheless, our results provide a
basis for future therapeutic strategies such as the development of CXCR4 inhibitors or
CXCR4-targeted therapies and their prospective validation in clinical trials.

5. Conclusions
Our findings strengthen the importance of CXCR4 in STSs as a prognostic factor in

some histological subtypes such as synovial sarcomas and UPS, suggesting a new line of
research toward a therapeutic approach.
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5. RESUM GLOBAL DELS RESULTATS 

L’objectiu del primer treball de la present tesi doctoral va ser la recerca de biomarcadors 

predictors de benefici de la quimioteràpia neoadjuvant. Es van analitzar polimorfismes de gens 

implicats en el metabolisme dels fàrmacs utilitzats en el tractament neoadjuvant de SPT 

localitzats i es van relacionar amb la toxicitat, la resposta i la supervivència.  

Es van incloure a l’estudi 95 pacients amb diagnòstic de SPT localitzat tractats amb QT 

neoadjuvant al HSCSP entre el gener del 2006 i el març del 2021. Després d’obtenir el 

consentiment informat, es van recollir les dades clíniques i es va extreure ADN a partir de sang 

perifèrica o, si no era possible, de mostres de teixit tumoral en parafina. Finalment, es van 

analitzar les dades de 79 pacients dels quals es disposava de dades clíniques i genètiques. 

D’aquests pacients, 54 havien rebut antraciclines (epirubicina o doxorubicina) i 71 pacients 

ifosfamida en monoteràpia o en combinació amb epirubicina dins dels esquemes de 

neoadjuvància. 

A partir d’una recerca bibliogràfica de variants genètiques amb evidència reportada en estudis 

d’associació, es van sel·lecionar 10 SNPs en 5 gens involucrats en el metabolisme de les 

antraciclines (ABCB1, ABCC2, NQO1, CBR3 i SLC22A16) i 2 SNPs del gen ALDH1A1, involucrat en 

el catabolisme de la ifosfamida.  

Figura 10. Diagrama de flux dels pacients inclosos a l’estudi 

 

En les anàlisis estadístiques realitzades a partir de les dades dels pacients tractats amb 

antraciclines, es van trobar associacions significatives amb la toxicitat i la supervivència en els 

dos SNPs del gen ABCC2 analitzats. 

SPT alt risc (profund, > 5cm, G2-G3)
Candidats a quimioterapia 

neoadjuvant (Comité multidisciplinar)

Consentiment infomat

Extracció ADN

Genotipat
(ABCB1, ABCC2, NQO1, CBR3 i 

SLC22A16, ALDH1A1)

Anàlisi estadística

95 pacients
Gener 2006 – març 2021
HSCSP

79 pacients

- 54 pac tractats amb antraciclines
- 71 pac tractats amb ifosfamida
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La variant ABCC2 rs3740066 (c.3972 C>T) es va associar amb el risc de toxicitat hematològica. 

Els pacients homozigots per l’al·lel minoritari (genotip TT) van presentar amb més freqüència 

neutropènia febril (p=0.04 a l’anàlisi univariat i p=0.031 en el multivariat, ajustat per sexe, edat 

i tractament de RT). Així mateix, aquest mateix SNP es va veure relacionat amb el pronòstic; la 

SG mediana dels pacients amb genotip TT va ser significativament inferior (HR 4.4, IC 95% 1.21-

16.31; p=0.014) a la de la resta de pacients. Aquesta significació es va mantenir en l’estudi 

multivariat (HR 5.4, IC 95% 1.2-22.9; p=0.024).  

Per l’altra variant analitzada a aquest gen, l’ABCC2 rs2272697 (c.1249 G>A), els pacients 

homozigots GG van presentar una freqüència més elevada, tot i que no significativa, de 

neutropènia febril. Amb aquesta observació es va plantejar l’estudi d’haplotips 

(rs3740066|rs2272697) i es va veure que l’haplotip TG es relacionava amb un risc 

significativament superior de neutropènia febril (p=0.04). 

La variant ABCC2 rs2273697 també es va veure associada amb la supervivència: els pacients amb 

genotip AA van presentar una pitjor supervivència en termes de SLR (p=0.042 en l’anàlisi 

univariat i p=0.024 en el multivariat). 

Les variants analitzades d’ABCB1 no van mostrar en l’estudi individual diferències significatives 

en toxicitat ni en supervivència. Tanmateix, a l’estudi d’haplotips 

(rs1128503|rs2032582|rs1045642) es va veure que els pacients amb l’haplotip TGT tenien més 

anemia graus 3-4 a l’estudi multivariat (p=0.02). Aquest mateix haplotip es va relacionar amb 

SLR i SG a l’estudi multivariat (p=0.001 i p<0.001 respectivament). 

Dels 71 pacients que van ser tractats amb esquemes que incloïen ifosfamida, 68 van ser vàlids 

per l’anàlisi de supervivència. Els resultats van mostrar que, per la variant ALDH1A1 rs3764435 

(c.1434-680 A>C), els pacients homozigots AA van tenir una supervivència significativament 

menor en termes de SLR (univariat HR 2.0, p=0.034; multivariat HR 2.0, p=0.046) i SG a 5 anys 

(univariat HR 2.3 p=0.038; multivariat p=0.095) que la resta de pacients. 

En el segon estudi, l’objectiu va ser la recerca de biomarcadors pronòstics a la nostra cohort de 

pacients tractats amb quimioteràpia neoadjuvant. Es va analitzar l’expressió de CXCR4 en 48 

pacients tractats amb QT neoajuvant en tres moments de la història de la malaltia: en el 

diagnòstic, en la biòpsia quirúrgica postneoadjuvància i en la recaiguda. L’anàlisi de CXCR4 es va 

fer per tinció immunohistoquímica, valorant l’expressió citoplasmàtica i nuclear, i dicotomitzant 

els resultats entre expressió negativa o positiva (amb un punt de tall de H-score de 1). Les anàlisis 

estadístiques es van realitzar en tota la mostra i en els subtipus histologics predominants 

(sarcoma sinovial, UPS, sarcoma fusocelular, leiomiosarcoma).  
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La primera observació destacable va ser que l’expressió de CXCR4, tant citoplasmàtica com 

nuclear, varia en les diferents mostres. El patró d’expressió en les mostres de biopsia 

pretractament va ser predominantment nuclear, mentre que en les mostres després de 

neoadjuvància era predominantment citoplasmàtic. Es van observar diferències en el global 

d’expressió de CXCR4, amb un 80% de positivitat en la biopsia inicial i un 49% de positivitat en 

mostres quirúrgiques postneoadjuvància. 

Figura 11. Tinció CXCR4 en les mostres de biopsia inicial, postractament neoadjuvant i a la 

recaiguda 

 

 

BIÒPSIA INICIAL

Negatiu No valorable Citoplasmàtic Nuclear C + N

POSTRACTAMENT NEOADJUVANT 

Negatiu No valorable Citoplasmàtic Nuclear C + N
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Figura 12. Exemple de pacient dona de 46 anys amb diagnòstic de sarcoma sinovial. Tinció 

citoplasmàtica CXCR4 inicial positiva i després de tractament neoadjuvant, negativa. 

 

En el global de pacients no es van trobar relacions estadísticament significatives en l’expressió 

de CXCR4 amb SG o SLR, tot i que es van observar diferències numèriques amb una tendència a 

a presentar un pitjor pronòstic en els pacients amb expressió citoplasmàtica de CXCR4 en 

mostres postneoadjuvància. Sí que es va constatar, de manera global, que en les mostres a la 

recaiguda, l’expressió nuclear de CXCR4 es relacionava amb pitjor SG (p=0.017) i, paral·lelament, 

l’expressió citoplasmàtica, es relacionava amb millor superviència (p=0.039) en l’anàlisi 

univariat. 

A l’analitzar els resultats en les diferents histologies, es va observar que els pacients amb 

sarcomes sinovials que després de la neoadjuvància tenien una tinció citoplasmàtica positiva 

per CXCR4 tenien un risc de recaiguda (p=0.003) i mort (p=0.019) marcadament superior als 

pacients amb expressió CXCR4 negativa. Per altra banda, la tinció nuclear de CXCR4 en biopsies 

inicials pretractament de sarcomes pleomòrfics indiferenciats (UPS) també es va relacionar 

significativament amb una SLR inferior (80% vs 0% a 5 anys p=0.022).  

 

RECAIGUDA

Negatiu Citoplasmàtic Nuclear
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6. RESUM GLOBAL DE LA DISCUSSIÓ 

Els SPT són un grup molt heterogeni de neoplàsies malignes amb una alta taxa global de 

recaigudes locals i a distància i amb una alta variabilitat de sensibilitat al tractament sistèmic.  

Hi ha una carència important de factors pronòstics i predictius de resposta coneguts que ens 

permetin ajudar a predir quins són els pacients que es poden beneficiar del tractament de 

quimioteràpia perioperatòria i decidir el millor tractament per cada pacient, en especial, pels 

pacients amb major risc de recaiguda i mort. En aquest sentit, la recerca de nous biomarcadors, 

ja sigui germinals o somàtics, fàcilment aplicables en la pràctica clínica habitual, és una línia de 

recerca imprescindible per aconseguir millors resultats clínics amb la menor toxicitat possible.   

La hipòtesi de la present tesi doctoral planteja que la identificació de nous factors pronòstics i 

predictius de resposta i toxicitat pot contribuir a una millor selecció dels pacients amb un major 

benefici al tractament de quimioteràpia en una patologia com és la dels SPT amb alt risc de 

recaiguda i de desenvolupar toxicitats als tractaments. 

Per demostrar aquesta hipòtesi, es van plantejar dos estudis en pacients diagnosticats de SPT 

tractats amb quimioteràpia neoadjuvant, per una banda la recerca de biomarcadors 

farmacogenètics pel tractament de quimioteràpia neoadjuvant i per l’altra l’estudi de CXCR4 per 

inmunohistoquímica com a biomarcador pronòstic. 

6.1. Estudi farmacogenètic 

Tant les antraciclines com la ifosfamida són fàrmacs que presenten altes taxes de toxicitats greus 

(graus 3-4) que poden ocasionar complicacions limitants en els pacients que les reben, però no 

es disposen de biomarcadors validats per predir el risc d’aquestes toxicitats ni la probabilitat de 

resposta per tal de decidir quins pacients poden obtenir un major benefici del tractament 

sistèmic neoadjuvant.  

En aquest context, els estudis farmacogenètics contribueixen a detectar pacients amb alt risc de 

toxicitat a fàrmacs. En oncologia hi ha hagut importants avenços en els últims anys en aquest 

camp que han permés identificar dos biomarcadors farmacogenètics predictius de toxicitat dels 

quals s’ha incorporat el seu estudi a la pràctica clínica. És el cas de la UDP glucoronosiltransferasa 

(UGT1A1) en la toxitat de l’irinotecan i la dihidripirimidina deshidrogenasa (DPYD) en la toxicitat 

de fluoropirimidines. 

No s’han descrit, fins al moment, marcadors farmacogenètics en SPT que ajudin a la presa de 

decisions quan s’ha de plantejar un tractament neoadjuvant amb antraciclines i/o ifosfamida. Sí 
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que hi ha bibliografia reportada  en altres tumors més prevalents, com és en el càncer de mama, 

en el qual s’utilitzen esquemes similars de QT i que, per tant, poden ser útils com a model pel 

disseny d’estudis en sarcomes.  

Basant-nos en aquests coneixements, vam realitzar el primer estudi, en el qual vam analitzar  

polimorfismes en  gens relacionats amb el metabolisme de les antraciclines i la detoxificació de 

la ifosfamida.  

Les antraciclines (en concret la doxorubicina i la epirubicina) s’utilitzen en monoteràpia o en 

combinació amb altres agents citotòxics pel tractament dels sarcomes. En neoadjuvància 

s’utilitza preferentment l’epirubicina associada a ifosfamida per tenir un millor perfil de toxicitat 

cardiològica (66). 

Els primers resultats obtinguts destacats van ser les associacions entre variants rs3740066 i 

rs2273697 al gen ABCC2 i la toxicitat i la supervivència en pacients tractats amb antraciclines. 

ABCC2 és un transportador d’eflux involucrat en l’exposició a doxorubicina que juga un paper 

destacat en la detoxificació. Està implicat en la resistència a fàrmacs com la vincristina, la 

doxorubicina i el cisplatí (67). 

En quant a l’associació amb la toxicitat, els nostres resultats van en línia amb els publicats per 

Tecza i col·laboradors en un estudi realitzat en pacients amb càncer de mama tractades amb 

doxorrubicina, ciclofosfamida i 5-fluorouracil, on van obervar que els pacients amb genotip TT 

per ABCC2 rs3740066 tenien un risc superior de neutropènia (43).  

En l’actualitat, disposem de poques dades referents a la funcionalitat de l’ABCC2 rs3740066, tot 

i ser una variant estudiada en relació al metabolisme de diversos fàrmacs. Aquest SNP es una 

variant missense (C>T, Ile1324Ile) que no comporta canvi d’aminoàcid; tot i que estudis in silico 

el categoritzen amb una classificació 1d, amb una probabilitat 55% de ser funcional (68,69). 

D’altra banda, pot ser que l’associació observada sigui deguda al fet que aquesta variant es troba 

en desequilibri de lligament amb un altre SNP, ABCC2 rs717620 (D’: 0.95, r2: 0.40 en població 

Europea; dades del projecte 1000 Genomes - GRCh38), que es localitza al promotor i que s'ha 

associat amb una activitat promotora reduïda i amb nivells d'ARNm d’ABCC2 més baixos (70,71).  

En aquesta línia, estudis de farmacocinètica van demostrar que l'al·lel T de rs3740066 es va 

associar amb AUC (àrea sota la corba) més altes de metabòlits d'irinotecà, probablement a causa 

de la disminució de l'activitat del transportador ABCC2. Aquestes dades suggereixen que la 

variant seria un indicador d’una proteïna amb una menor activitat transportadora que donaria 
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lloc a una acumulació superior del fàrmac. Això podria explicar un major risc de toxicitat 

hematològica en els pacients portadors de la variant i tractats amb antraciclines.  

En la nostra cohort, també hem descrit que els pacients amb el genotip TT per ABCC2 rs3740066 

presentaven una menor SG que la resta de pacients. Després d’una revisió de la literatura, 

trobem que aquest resultat no ha estat reportat prèviament. Una possible hipòtesi podria ser 

que aquest efecte observat en la supervivència sigui perquè la majoria de pacients amb genotip 

TT va presentar neutropènia febril, amb els conseqüents retards en els tractaments successius i 

una necessitat de baixada de dosi. Aquests pacients, en la seva gran majoria, rebien un esquema 

d’antraciclines i ifosfamida concomitant. Com a norma general, en oncologia i en la fitxa tècnica 

de la majoria de citòxics, quan es presenta una toxicitat grau 4, els protocols indiquen la baixada 

de dosi d’un 20% de la quimioteràpia, que habitualment inclou tots els fàrmacs inclosos en 

l’esquema de tractament. És conegut que, al menys amb la ifosfamida, existeix una relació dosi-

resposta (72), per tant, reduccions de dosi en aquest fàrmac atribuïdes a toxicitat podrien 

impactar en la probabilitat de resposta i en el pronòstic d’aquests pacients a llarg termini. 

Tanmateix, caldrien estudis de farmacocinètica per demostrar aquest efecte detrimental de la 

baixada de dosi amb la resposta a tractament.   

L'altre SNP analitzat a ABCC2, rs2273697, també es va veure associat amb supervivència. En 

aquest cas, el genotip AA es va relacionar amb una pitjor SLR a 5 anys. En un estudi realitzat in 

vitro en línies cel·lulars, es va constatar que els pacients amb aquest polimorfisme, que és una 

variant no sinònima que provoca canvi d’aminoàcid, tenien una activitat superior de la bomba 

d’efflux amb una disminució de l’acumulació de doxorubicina, fet que explicaria una eficàcia 

inferior del fàrmac (73).   

L’altre fàrmac que hem avaluat al nostre estudi farmacogenètic és la ifosfamida. La ifosfamida 

és un dels fàrmacs més utilitzats en el tractament dels sarcomes, i en general s’administra a altes 

dosis (fins a 14g/m2), motiu pel qual el risc d’efectes secundaris, com és la toxicitat neurològica, 

renal o urinària, a més de l’hematològica, és limitant en molts casos (40). En el nostre estudi, 

hem observat una associació significativa entre la variant ALDH1A1 rs3764435 i la supervivència 

global a 5 anys. En estudis previs, s’havia descrit aquest polimorfisme amb un major risc de 

toxicitat hematològica en pacients amb càncer de mama tractats amb ciclofosfamida i 

doxorrubicina (47), però no hi ha, que coneguem, estudis que relacionin aquest SNP amb el 

pronòstic. 

Es tracta d’una variant intrònica amb funció desconeguda. El Regulome database li atorga una 

classificació 1f amb una probabilitat del 55% de què exerceixi una funció regulatòria (68,69). 
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D’altra banda, s’ha associat l’expressió elevada de l’enzim ALDH1A1 amb una pitjor 

supervivència lliure de malaltia i supervivència global en pacients amb càncer de mama 

tractades amb ciclofosfamida (74). L’ALDH1A1 participa en la conversió d’ifosfamida en el seu 

metabolit actiu, motiu pel qual les alteracions en la seva funcionalitat poden afectar la 

biodisponibilitat del fàrmac i, per tant, la superviència. 

En resum, en aquest estudi farmacogenètic s’estableixen, per primera vegada, associacions 

entre polimorfismes als gens ABCC2 i ALDH1A1 amb toxicitat i supervivència en sarcomes de 

parts toves localitzats candidats a tractament neoadjuvant amb antraciclines i/o ifosfamida. 

Tenint en compte la toxicitat d’aquests tractaments i la manca de factors predictius de toxicitat 

i resposta, els resultats obtinguts en aquest primer estudi es proposen com a generadors 

d’hipòtesis per futurs estudis de farmacogenètica dirigits a una personalització del tractament 

neoadjuvant. 

6.2. Estudi CXCR4 

Diversos estudis, fins i tot una metaanàlisi, han descrit l’expressió de CXCR4 com a factor de mal 

pronòstic en sarcomes (61), però aquests estudis no diferencien, en la major part dels casos, els 

diferents moments de la malaltia ni el tipus de tinció. El segon estudi d’aquesta tesis planteja si 

l’expressió de CXCR4 podia ser informativa del procés tumoral i/o variar en funció del moment 

de la malaltia i dels tractaments rebuts. Vam analitzar mostres en 3 punts diferents del procès 

oncològic: en el diagnòstic, a la cirurgia després de QT neoadjuvant i en la recaiguda. Vam 

determinar l’expressió de CXCR4 en les mostres tumorals en parafina, caracteritzant entre tinció 

nuclear i citoplasmàtica i ho vam analitzar pels diferents subtipus histològics.  

El primer resultat destacat d’aquest segon estudi va ser la disminució global de la positivitat de 

CXCR4 després del tractament neoadjuvant. És una informació valuosa perquè podria estar 

detectant els pacients que més es beneficien del tractament. Hipotetitzem que els pacients amb 

tumors amb expressió postiva de CXCR4 al diagnòstic que negativitzen en la mostra 

postneoadjuvància serien els més beneficiats per la quimioteràpia basada en antraciclines i 

ifosfamida. Aquesta teoria no es va poder confirmar en la nostra cohort per la limitada 

disponibilitat de biopsies seriades amb resultats avaluables, però la disminució global de la 

positivitat de CXCR4 és un resultat prou important com per a seguir investigant en aquesta línia. 

L’anàlisi de l’expressió nuclear i citoplasmàtica de CXCR4 per immunohistoquímica ens va portar 

al segon resultat. L’expressió citoplasmàtica de CXCR4 en mostres postquirúrgiques després de 

neoadjuvància es va associar de forma no significativa amb pitjor SG en el global dels pacients, i 
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en el subgrup de sarcomes sinovials l’associació sí va ser significativa en termes de SLR i SG a 5 

anys. Tot i que CXCR4 és un receptor de membrana, s’ha descrit que l’expressió determinada 

per immunohistoquímica de les cèl·lules tumorals pot ser tant nuclear, com citoplasmàtica, com 

de membrana (54). Això s’explica perquè la unió de CXCR4 amb CXCL12 indueix la internalització 

de CXCR4 i l’activació de la cascada de senyalització que condueix a la translocació de la 

membrana al citoplasma. S’ha descrit que l’expressió citoplasmàtica de CXCR4 en diferents 

tumors com el càncer de mama o el càncer de pulmó de cèl·lula no petita conferiria pitjor 

pronòstic, mentre que l’expressió nuclear indicaria un pronòstic més favorable (75–77). Els 

nostres resultats anirien en aquesta línia en el global dels pacients i en els sarcomes sinovials en 

particular.  

El tercer resultat inèdit va ser que, en els pacients amb sarcomes pleomòrfics indiferenciats 

(UPS), l’expressió nuclear de CXCR4 en mostres pretractament es va relacionar amb un pitjor 

pronòstic en termes de SLR a 5 anys. Tot i que la majoria d’estudis en sarcomes de parts toves 

no diferencien entre expressió nuclear i citoplasmàtica (61), aquest resultat sembla oposat a les 

observacions prèvies en estudis realitzats en tumors epitelials com el càncer de mama o de 

pulmó (75,76). Tanmateix, les diferències intrínseques entre les neoplasies epitelials i les 

neoplasies mesenquimals podrien explicar el valor pronòstic discordant de l’expressió nuclear 

de CXCR4 en UPS i en tumors epitelials. En aquest sentit,  Palmerini et al van analitzar l’expressió 

per inmunohistoquímica de CXCR4 en 88 pacients amb sarcoma sinovial i van observar que 

l’expressió nuclear de CXCR4 estava relacionada amb un pitjor pronòstic en termes de SG. 

Curiosament, en l’anàlisi de subgrups, aquest mal pronòstic estava limitat a pacients que no 

rebien quimioteràpia adjuvant, motiu pel qual els autors proposen que l’expressió nuclear de 

CXCR4 podria identificar un subgrup de pacients candidats a adjuvància i, fins i tot, que teràpies 

dirigides contra CXCR4 podrien actuar com a quimiosensibilitzadores (78). D’aquest resultat es 

podria pressuposar que l’expressió nuclear de CXCR4 en sarcomes al diagnòstic seria un 

predictor de sensibilitat a QT.  

Així mateix, és coneguda que la sobreexpresió de CXCR4 és un marcador predictiu de malaltia 

metastàsica en diverses neoplasies (79). En UPS (abans anomenat histiocitoma fibròs maligne) 

s’han descrit in vivo i in vitro diferències d’expressió de CXCR4 entre una línia cel·lular de UPS 

de mandíbula inoculat en ratolins nus i una nova línia cel·lular a partir de ratolins als quals se’ls 

havia inoculat cèl·lules tumorals i havien desenvolupat metàstasis pulmonars, suggerint CXCR4 

com a marcador potencial de metàstasi (80). 
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Aquests resultats obren la porta a seguir investigant si CXCR4 és a part d’un biomarcador 

pronòstic, un possible biomarcador predictiu de resposta a noves teràpies dirigides contra 

CXCR4 en SPT. 

6.3. Limitacions 

La limitació principal dels dos estudis que conformen aquesta tesi és el número de pacients 

estudiats, que compromet el poder estadístic de les anàlisis realitzades. Això és per la baixa 

incidència dels sarcomes de parts toves, els múltiples subtipus tumorals i al fet que es tracta 

d’un estudi unicèntric i, per aquest motiu, és difícil aconseguir suficients casos per fer estudis 

estadístics amb potència adequada. No obstant això,  aquesta cohort és única i d’un alt valor 

investigador. Cal tenir present que en el diagnòstic dels sarcomes de parts toves és de vital 

importància la revisió histològica en un centre de referència amb patòlegs experts en la matèria. 

Cal assenyalar que es calcula que en fins a un 25% dels sarcomes existeix discordància en els 

diagnòstics (81). La institució dels pacients tractats en aquest estudi, l’Hospital de Sant Pau, és 

centre de referència espanyol (CSUR) i europeu (ERN EURACAN) en el diagnòstic i tractament 

dels tumors mesenquimals i té una àmplia experiència en el tractament amb quimioteràpia 

preoperatòria en SPT. Tot i la dificultat d’incloure una cohort de pacients nombrosa, són pacients 

molt ben caracteritzats a nivell histològic i tractats de manera homogènia després de valoració 

en un comitè multidisciplinari.  

En referència a l’estudi farmacogenètic, una segona potencial limitació és la procedència dels 

ADN de dos tipus de teixit diferents. Donada la dificultat per l’obtenció de mostres, es va 

extreure l’ADN tant de mostres de sang com de mostres de teixit en parafina. No obstant això, 

estudis que comparen variants somàtiques i germinals en gens farmacogenètics indiquen una 

concordança pràcticament completa entre els dos tipus de mostres (29,82). Això ens fa pensar 

que són gens que no es veuen alterats durant el procès tumoral, i per tant, que el fet d’haver 

utilitzat els dos tipus d’ADN no ha afectat els nostres resultats.  

A més, hi ha poca evidència de la funcionalitat de les variants identificades en aquesta tesi que 

ens indiquin una relació de causalitat. Tampoc disposem de mostra de validació que permeti 

extreure conclusions definitives. Malgrat això, i tot i ser un estudi generador d’hipòtesis, les 

variants identificades com a biomarcadores tenen un alt interès clínic per la seva possible 

contribució a un tractament personalitzat en sarcomes de parts toves. 

Respecte al segon estudi, dels 48 pacients inclosos, en 18 dels casos no es va poder avaluar 

l’expressió de CXCR4 en la biòpsia inicial. Aquest fet és degut a què el diagnòstic dels sarcomes 
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de parts toves es fa mitjançant biòpsia amb agulla gruixuda i per arribar al diagnòstic definitiu 

cal realitzar múltiples tècniques anatomopatològiques que fan que en moltes ocasions no quedi 

teixit suficient per estudis d’investigació. Així mateix, en la major part dels casos no es va poder 

valorar l’expressió de CXCR4 en les mostres quirúrgiques postneoadjuvància pel fet que ni hi 

havia cèl·lules viables, ja que es produeixen canvis postractament com necrosi, fibrosi o 

hialinització. 
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7. CONCLUSIONS 

1. Polimorfismes en gens involucrats en el metabolisme de les antraciclines i la ifosfamida 

poden actuar com biomarcadors pronòstics i/o predictius de toxicitat i supervivència en 

sarcomes de parts toves tractats amb quimioteràpia neoadjuvant. 

o Dos polimorfismes al gen ABCC2 (rs3740066 i rs2272697) són biomarcadors de 

toxicitat hematològica a antraciclines i biomarcadors de pronòstic en pacients 

que reben quimioteràpia neoadjuvant.  

o El polimorfisme rs3764435 al gen ALDH1A1 és un biomarcador de pitjor 

pronòstic en termes de supervivència lliure de recaiguda i supervivència global 

en pacients que reben quimioteràpia neoadjuvant basada en ifosfamida.   

2. L’expressió de CXCR4 determinada per inmunohistoquímica pot actuar com un 

biomarcador pronòstic en sarcomes de parts toves localitzats. 

o L’expressió de CXCR4 varia en el temps en funció dels tractaments rebuts i 

l’absència d’expressió citoplasmàtica de CXCR4 després de quimioteràpia 

neoadjuvant orienta a un millor pronòstic dels pacients. 

o En sarcomes sinovials, l’expressió citoplasmàtica de CXCR4 després de 

tractament neoadjuvant és un factor de mal pronòstic en termes de 

supervivència lliure de recaiguda i supervivència global. 

o En sarcomes pleomòrfics indiferenciats, l’expressió nuclear de CXCR4 en 

biopsies inicials  es relaciona amb una supervivència lliure de recaiguda inferior. 

 

  



 92 

 

  



 93 

8. LÍNIES DE FUTUR 

Els resultats obtinguts en la present tesi doctoral, si bé no permeten extreure conclusions 

definitives, sí obren noves vies d’investigació. Els dos projectes que es podrien generar a partir 

dels resultats presentats en aquesta tesi són: 

- Un estudi prospectiu multicèntric amb pacients diagnosticats de sarcomes de parts toves 

localitzats en els quals es proposi tractament de quimioteràpia neoadjuvant que permetria 

validar els biomarcadors farmacogenètics identificats. En aquest estudi, s’inclouria una anàlisi 

més exhaustiva de gens candidats amb una major cobertura de les variants genètiques. La 

identificació i validació de marcadors farmacogenètics ens dotaria d’una eina valuosa en la 

predicció del risc de toxicitat: permetria ajustar la dosi per disminuir-ne el risc de toxicitat en un 

subgrup de pacients i contruibuir a avançar cap a la medicina personalitzada. 

- Un estudi de validació de CXCR4 com a biomarcador en sarcomes de parts toves, en histologies 

específiques com són els sarcomes sinovials i UPS. La informació que es generés es podria 

utilitzar en el desenvolupament de nous tractaments dirigits contra CXCR4, per identificar 

subgrups de pacients amb especial benefici potencial de les noves teràpies.  

Actualment, hi ha una línia d’investigació oberta del Grup d’Oncogènesi i Antitumorals de 

l’Institut de Recerca de l’HSCSP i la Universitat Autònoma de Barcelona, que estan 

desenvolupant un nanoconjugat dirigit contra CXCR4 i s’han vist resultats encoratjadors en 

diferents tipus de neoplàsies sòlides i hematològiques (62–65). Per tot això, els resultats 

d’aquesta tesi doctoral esperonen en seguir investigant en aquesta línia. 
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