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1. RESUMEN.

Los tumores de células pequefias, redondas y azules, entre los que se incluyen: el
sarcoma de Ewing, tumor neuroectodérmico primitivo, rabdomiosarcoma alveolar, sarcoma
sinovial y el tumor desmoplasico de células redondas y pequefias, comparten caracteristicas
morfoldgicas muy similares, y no siempre es posible discriminarlos lo cual representa un
desafio clinico importante ya que el tratamiento depende del diagnéstico histopatologico
preciso. Se han descrito translocaciones cromosomicas especificas, recurrentes y
transcripcionalmente activas en este tipo de tumores. La posibilidad de detectar los transcritos
quiméricos analizando el RNA de tejidos tumorales y muestras de sangre periférica con la
transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), ofrece la
oportunidad de aportar criterios moleculares de ayuda para establecer el diagnostico diferencial,

asi como detectar células tumorales circulantes, lo cual es util para dar un factor prondstico.

Obijetivo

Empleando RT-PCR identificar las translocaciones: SS t(X;18), SE/TNEP t(11;22) o
t(21;22), ARMS t(1;13) o t(2,13), TDCRP t(11;22) para correlacionar estos hallazgos
moleculares con los diagnosticos histopatologicos de pacientes afectados y posiblemente

identificarlas también en sangre periférica.

Material y Métodos.
42 pacientes diagnosticados entre el 2007 y 2010 con alguno de los tumores
mencionados. RNA tumoral y muestras de sangre periférica. Ensayo enzimatico RT-PCR

especifica para cada translocacion.

Resultados

En 25 casos se identifico alguna translocacion, en 17 pacientes no se detectd ninguna
translocacion. De los 25 casos con translocacion identificada, 6 (24 %) son incongruentes con el
diagnostico histopatologico. Fue posible detectar translocaciones positivas en células circulantes
en la toma cero de 7 pacientes, en 14 pacientes se detectaron translocaciones positivas en sangre

periférica en al menos una muestra tomada periddicamente

Conclusiones
Ha sido posible identificar alguna translocacion en tejido tumoral primario en 60% de
los casos y en sangre periférica en el 56% de los pacientes, por lo que estos datos moleculares

pueden ayudar a diferenciar este grupo de tumores y a dar un factor pronostico.



2. INTRODUCCION.

El céncer es una enfermedad multifactorial, genéticamente puede dar origen a
mutaciones de las células somaticas y/o germinales. Estas alteraciones le confieren a la célula
propiedades de proliferacion descontrolada al ser favorecidas por la seleccidon natural originan
tumores y producen metastasis. Lamentablemente, cuando un tumor es detectado por primera
vez, ya contiene mas de mil millones de células. La mayoria de las células de los tumores mas
comunes contienen aberraciones y reorganizaciones cromosomicas.

Los tumores malignos se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir del cual

se originan.

Las neoplasias en los nifios son diferentes a las de los adultos. Los casos de cancer en el
grupo pediatrico solo ocupa aproximadamente el 5% del total de tumores malignos en la
poblacion. En los menores de 15 afios, 92% son de tipo no epitelial y 8% de tipo epitelial; en
contraste en adultos de entre 30 a 45 afios los tumores de tipo epitelial alcanzan una frecuencia
de 80% la cual llega a ser hasta de 90% en edades mas avanzadas. Debido a esto desde 1987 se
establecid una clasificacion para agrupar las diferentes neoplasias en los nifios, que es mas
congruente con estas diferencias biologicas. Meéxico tiene un perfil de transicion
epidemiologica, esto quiere decir que dentro de los problemas de salud mas importantes se
encuentran tanto las enfermedades asociadas al subdesarrollo econémico como las infecciones y
también enfermedades mas caracteristicas de paises desarrollados como el cancer. Al comparar
las diferentes enfermedades que influyen en la mortalidad entre los nifios mexicanos, el cancer
es ya un problema de salud importante. Ocupa el cuarto lugar como causa de muerte en el grupo
de 1 a 4 afios de edad y el segundo lugar en el grupo de 5 a 14 afios. Los sarcomas de hueso y
tejidos blandos son un grupo heterogéneo y poco frecuente de tumores. Suponen menos del 5%
de todas las neoplasias en pacientes adultos, y aproximadamente de un 10 a 15% de los tumores
infantiles. En este grupo se incluyen rabdomiosarcomas, tumor neuroectodérmico primitivo
periférico, sarcoma de Ewing, tumor desmoplasico de células pequefias y sarcoma sinovial.
Estos tumores comparten caracteristicas morfologicas muy semejantes, por lo que su
diagnodstico debe ser precisado por estudios de inmunohistoquimica. Sin embargo estos estudios
no siempre son concluyentes, lo que representa un problema muy serio ya que el tratamiento y

manejo oncoldgico del paciente depende del diagndstico histopatologico preciso.

La descripcion de translocaciones cromosomicas especificas durante los ultimos 20 afios
en este tipo de tumores, ha abierto una oportunidad para precisar el diagnostico y por lo tanto el
manejo de este grupo de pacientes. En el caso de los sarcomas mencionados anteriormente cuya

apariencia morfologica es muy parecida, se han identificado translocaciones caracteristicas



correspondientes a cada categoria morfologica. Las consecuencias de estas translocaciones es la
generacion de genes quiméricos transcripcionalmente activos con funciones nuevas que se ven
involucradas en los mecanismos oncogénicos. Debido a que estas translocaciones son
recurrentes, especificas y transcripcionalmente activas, es posible la deteccion de células
tumorales a partir de RNA de tejido tumoral y/o sangre periférica. Desde el punto de vista
clinico son utiles ya que pueden usarse como marcadores para el diagnostico diferencial y

potencialmente pueden servir para el monitoreo de las células tumorales en circulacion.

Para detectar estas translocaciones se utilizan técnicas de biologia molecular las cuales
son altamente sensibles, por lo que a pesar de contar a veces con una biopsia pequefia, o con
morfologia distorsionada y o concluyente bajo el microscopio, las células tumorales conservan
las alteraciones moleculares basicas, su detecciéon puede ofrecer un criterio molecular para

ayudar a establecer un diagnostico.

La transcripcion reversa acoplada a la reaccion de la polimerasa en cadena, RT-PCR es
el método més empleado para la deteccion de translocaciones que resultan en la fusion de dos
genes cuyo gene quimérico resultante es transcripcionalmente activo en muestras clinicas. La
RT-PCR es sensible y especifica, permite la detecciéon de una célula tumoral dentro de una
poblacion de 10°- 10° células normales, en contraste usando técnicas de analisis microscopico se
identifica una célula tumoral en un contexto de 100 células normales. Por esta razon la
determinacion mediante RT-PCR de la presencia de células con transcritos quiméricos tiene una
aplicacion clinica de indudable potencial. Teniendo en cuenta que la metastasis ocurre por
migracion de las células tumorales a través del sistema linfatico o del torrente circulatorio, y la
sensibilidad de la RT-PCR, se pueden detectar células tumorales en sangre periférica, lo cual es

util para dar un factor prondstico.



3. MARCO TEORICO.

3.1 CANCER DEFINICION BIOLOGICA.

El cancer es una enfermedad multifactorial que se caracteriza por la proliferacion
descontrolada de las células de un 6rgano: genéticamente puede dar origen a mutaciones de las
células somaticas y/o germinales. Para que una célula pueda causar cancer, a medida que va
evolucionando ha de ir adquiriendo una gran cantidad de propiedades y habilidades anormales.
Distintos canceres requieren combinaciones distintas de estas propiedades. Sin embargo, se ha
establecido una lista corta de rasgos generales que son clave para las células cancerosas:

1 Ignorar las sefiales internas y externas que regulan la proliferacion celular

2 Evitar la muerte celular programada (apoptosis)

3 Evadir las limitaciones programadas para la proliferacion, eludiendo la
senescencia replicativa y evitando o limitando la diferenciacion

4 Ser genéticamente inestables

5 Escapar de sus tejidos primarios (es decir, tener capacidad invasiva)

6 Sobrevivir y proliferar en entornos ajenos (poder formar metastasis)

Lamentablemente, cuando un tumor es detectado por primera vez, ya contiene mas de
mil millones de células. La mayoria de las células de los tumores mas comunes contienen
aberraciones y reorganizaciones cromosomicas (1).

Si la proliferacion de una célula anormal esta fuera de control, producird un tumor o
neoplasma- una masa de células anormales que crece de forma inexorable. Mientras las células
neoplasicas permanezcan agrupadas en una masa Unica, se dice que el tumor es benigno. Un
tumor se considera maligno, si sus células tienen la capacidad de invadir el tejido circundante.
La capacidad invasora también implica, generalmente, la habilidad de liberarse, entrar en el
torrente sanguineo o en los vasos linfaticos, y formar tumores secundarios o metéstasis en otros
lugares del cuerpo (1).

Los tumores malignos se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir
del cual se originan. Los que derivan de células epiteliales se denominan carcinomas y los que
derivan de tejido conjuntivo o fibras musculares sarcomas. Otros tipos de tumores son las
diversas formas de leucemia, derivadas de células hematopoyéticas, y los tumores derivados del

sistema nervioso (TSNC).



3.2 PANORAMA EPIDEMIOLOGICO NACIONAL.

El estudio de las neoplasias en nifios comprende los casos de cancer que se presentan en
el grupo de menores de 15 afios. A pesar de que las neoplasias en los menores de 15 afios solo
representan entre 1 y 5% del total de las neoplasias en la poblacion, existen razones €ticas y de
salud publica importantes que justifican su investigacion. En algunos paises, las neoplasias han
llegado a constituir la segunda causa de mortalidad en la poblacion infantil. Al comparar las
diferentes enfermedades que influyen en la mortalidad entre los nifios mexicanos, el cancer es
ya un problema de salud importante. Ocupa el cuarto lugar como causa de muerte en el grupo de
1 a 4 afos de edad y el segundo lugar en el grupo de 5 a 14 afios (2). En los menores de un afio
predominan los tumores embrionarios (meduloblastoma, retinoblastoma, neuroblastoma,
rabdomiosarcoma, tumor de Wilms y hepatoblastoma, principalmente). En el grupo de 1 a 4
afios predominan las leucemias, sobre todo la linfoblastica aguda; también son frecuentes los
tumores renales, los TSNC y algunos linfomas. En el grupo de 5 a 9 afios, nuevamente
predominan las leucemias, aumentan los linfomas (entre los cuales predomina la enfermedad de
Hodgkin) y se inicia la presentacion de los tumores 6seos. En el grupo de 10 a 14 afios contintia
el predominio de las leucemias, pero aumenta la frecuencia de los linfomas y los tumores 6seos
(2). No existen atn datos nacionales sobre tasas de incidencia, y las tasas de mortalidad son la

aproximacidén mas cercana con que se cuenta en el pais para estimar la dimension del problema.

3.3 CLASIFICACION DEL CANCER PEDIATRICO.

Las neoplasias en los nifios son diferentes a las de los adultos. En los menores de 15
afos, 92% son de tipo no epitelial y 8% de tipo epitelial; en contraste en adultos de entre 30 a
45 afios los tumores de tipo epitelial alcanzan una frecuencia de 80% la cual llega a ser hasta de
90% en edades mas avanzadas. Debido a esto desde 1987 se establecid una clasificacion para
agrupar las diferentes neoplasias en los nifios, que es mas congruente con estas diferencias
biologicas. Esta clasificacion se basa en su aspecto histologico y no en la region topografica en
donde se desarrolla la neoplasia, que es el criterio utilizado para clasificar las neoplasias de los
adultos (2).

Las diferentes neoplasias pediatricas se agrupan de acuerdo a la Clasificacion
Internacional para Cancer en el Nifio (CICN), que son recomendaciones emitidas por la
International Agency for Research on Cancer (IARC). Se basa en la clasificacion internacional
de enfermedades oncoldgicas y los grupos diagnosticos se definen principalmente en términos
de su morfologia para facilitar su registro y estudio. Comprende 12 grupos como se muestran en
la tabla 1, lo cual es mas adecuado ya que considera las particularidades biologicas de los

tumores pediatricos.



En contraste las neoplasias del adulto se agrupan principalmente de acuerdo al lugar en
donde se desarrolla el tumor y para su clasificacion se usa la Clasificacion Internacional de las

Enfermedades Oncoldgicas (CIEO) en su 9* 0 10* revision (2).

I. Leucemias VII. Tumores hepaticos

II. Linfomas (Enfermedad de Hodgkin y Linfomas | VIII. Tumores 6seos

no Hodgkin)

II1. Tumores del sistema nervioso central IX: Tumores de los tejidos blandos

IV. Tumores del sistema nervioso simpatico X. Tumores de células germinales, trofoblasticas y
otras neoplasias gonadales

V. Retinoblastoma XI. Carcinomas y otras neoplasias epiteliales
malignas

VI. Tumores renales XII. Otras neoplasias inespecificas

Tabla 1. Clasificacion Internacional para Cancer en el Nifio (CICN) (3).

3.4 TUMORES DE CELULAS REDONDAS, AZULES Y PEQUENAS (TCRAP).

Los tumores de células redondas, azules y pequefias se caracterizan por tener células
ligeramente mas largas o del doble de tamafio que los eritrocitos cuando se observan en un
frotis. Citolégicamente, estos tumores estan compuestos por una poblacion casi uniforme de
células de redondas a ovales con un ligero citoplasma basofilos (4, 5). Son un grupo de tumores
que se presentan principalmente en los nifios, se encuentran dispersos en los grupos VIII y IX de
la clasificacion pediatrica, es decir Tumores 6seos y Tumores de los tejidos blandos. Datos
epidemiologicos del IMSS sefialan que estos tumores presentan una frecuencia general del 6.2
y 6.8 % respectivamente y presentan una tasa de mortalidad de 3.2 X 10° y 3.6 X 10° (2). En
este grupo se incluyen rabdomiosarcomas, tumor neuroectodérmico primitivo periférico,
sarcoma de Ewing, tumor desmoplasico de células pequefias y sarcoma sinovial. Estos tumores
comparten caracteristicas morfologicas muy semejantes, por lo que su diagndstico debe ser
precisado por estudios de inmunohistoquimica. Sin embargo estos estudios no siempre son
concluyentes, lo que representa un problema muy serio ya que el tratamiento y manejo
oncolégico del paciente depende del diagndstico histopatologico preciso. La descripcion de
translocaciones cromosomicas especificas durante los ultimos 20 afios en este tipo de tumores,
ha abierto una oportunidad para precisar el diagnostico y por lo tanto el manejo de este grupo de

pacientes.




3.5 TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS.

Aunque inicialmente se pensaba que las translocaciones recurrentes solo ocurrian en
tumores del sistema hematopoyético, en investigaciones posteriores se han identificado una
serie de translocaciones no aleatorias en sarcomas (6). Desde el punto de vista molecular los

sarcomas se pueden agrupar en dos tipos principales:

(a) Con translocaciones especificas y recurrentes que originan fusiones génicas (p.¢j la t(11;22)

que conduce a la fusion EWS-FLI1 en el tumor de Ewing), y

(b) Con alteraciones génicas inespecificas y cariotipos muy complejos, con ganancias y pérdidas

muy numerosas (7).

La identificacion de las translocaciones especificas ha abierto tres areas relevantes en la

investigacion oncologica:

1. Investigacion de la etiologia molecular de esos tumores.
2. Identificacion de nuevos marcadores ttiles para el diagnostico y monitoreo.

3. Desarrollo de un enfoque terapéutico contra blancos especificos del tumor.

3.6 CONCEPTOS GENERALES DE LA BIOLOGIA DE LAS TRANSLOCACIONES
CROMOSOMICAS.

Las translocaciones cromosémicas pueden tener dos consecuencias generales, 1)
conducir a la yuxtaposicion de la region codificante de un gene junto o cerca de la region
regulatoria de otro gene como se ilustra en la Fig.1, este evento conduce a la sobreexpresion o
expresion aberrante de uno de los dos genes, 2) puede resultar en la formacion de un gen
quimérico transcripcionalmente activo con funciones novedosa Fig.2. Ademas y de modo
sobresaliente los genes quiméricos pueden ser usados como marcadores moleculares de las

células que poseen esta alteracion genética ya que son transcripcionalmente activos (8).
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Fig.1. El linfoma de Burkitt se caracteriza por la presencia de la t (8; 14) entre el oncogén c-MYC en el cromosoma 8 y el loci IgH
en el cromosoma 14. Provocando la fusién de la region codificante del proto oncogén c-myc con la regién reguladora de la IgH , lo
cual pone a c-myc bajo el control de los elementos reguladores de la IgH La expresion del gen MYC aumenta debido al
reposicionamiento cerca de los genes de la IgH que se transcriben activamente en la células B (8, 9). Estos cambios conducen a que
el gene C-MYC promueva la desregulacién y transformaciones celulares a través de sus efectos sobre el ciclo celular,
diferenciacion, y la apoptosis (10).
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Fig.2. El Sarcoma de Ewing se caracteriza por la presencia de la fusion entre el gen EWS y los genes FLI o ERG, ambos genes son
factores de transcripcion. La proteina quimérica resultante actiia como un factor de transcripcion aberrante (8, 10).

La mayor parte de las proteinas quiméricas resultantes de la fusion génica son
generalmente factores de transcripcidn, es decir, proteinas con capacidad de unién a las regiones
de DNA reguladoras de la transcripcion de otros genes, estos estan habitualmente implicados en
funciones clave para la célula, como la proliferacion o la supervivencia celular. Sin embargo
existen también otras fusiones que involucran genes con funciones cataliticas dando lugar a la

formacion de cinasas quiméricas (ej. Fibrosarcoma congénito) (6).

En el caso de los sarcomas pediatricos pertenecientes a los tumores de células pequefias
redondas y azules cuya apariencia morfolégica es muy parecida, se han identificado
translocaciones distintivas resultando en fusiones quiméricas especificas de genes como se
ilustra en la tabla 2. Cada fusion del gene esta presente en una categoria especifica de sarcoma y

no se asocia con otro tipo de ellos, esto le confiere propiedades de consistencia y especificidad.



Estas caracteristicas indican que las translocaciones representan pasos genéticos
fundamentales en el desarrollo de esos tumores, y ademas son potencialmente ttiles como

marcadores para el diagndstico y monitoreo de esos tumores (6).

Tumor Translocacion Fusion Prevalencia estimada

SE/TNEP | t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1 85%
t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG 5%

TDCRP t(11;22)(p13;q12) EWS- WTI1 >90%

SS t(X;18)(p11.23;q11) | SYT-SSX1 65%
t(X;18)(p11.21;q11) | SYT-SSX2 65%

ARMS t(2;13)(q35;q14) PAX3- FKHR 72%
t(1;13)(q36;q14) PAX7- FKHR 9%

Tabla 2. Fusién de genes en sarcomas.
SE= Sarcoma de Ewing; TNEP=tumor neuroectodérmico primitivo; TDCRP = tumor desmoplasico de células redondas y pequenas;
SS= sarcoma sinovial; ARMS = rabdomiosarcoma alveolar (del inglés Alveolar Rhabdomyosarcoma) (6).

3.7 TIPOS DE SARCOMAS CON TRANSLOCACIONES ESPECIFICAS.

3.7.1 Rabdomiosarcoma alveolar: t (2; 13) y t (1; 13).

Pertenece a una familia de tumores que aparecen en pacientes pediatricos y estan
relacionados con tejido musculo esquelético (8). El rabdomiosarcoma alveolar se asocia a una
translocacion recurrente en mas del 70% de los casos, involucrando los cromosomas 2 y 13.
Una variante de esta translocacion se encuentra presente en menos del 10% de los casos ¢
involucra los cromosomas 1 y 13. El resultado de estas dos variantes es un gene quimérico,
fusionando respectivamente los genes PAX3 o PAX7, que son factores de transcripcion que
actian al inicio de la cascada de regulacion miogénica teniendo un papel crucial en la

orquestacion de la miogénesis ,con el gene FKHR situado en el cromosoma 13 (7, 11).

3.7.2 Sarcoma de Ewing y Tumor Neuroectodérmico Primitivo t (11; 22) y t (21; 22.

Es el segundo tumor primario de hueso mas frecuente después del osteosarcoma,
presente en nifios y adultos jovenes. Este se localiza en la parte media de los huesos,
comunmente en cadera, costillas, brazos y piernas (8). La translocacion cromosémica t(11; 22)
esta presente en el 85% de este sarcoma, involucrando al gen FLI. Los restantes 10 a 15% de
casos de Sarcoma de Ewing presentan la t (21; 12) e involucra al gen ERG. Ambas
translocaciones conducen a la fusion del gen EWS que codifica una proteina que se ve
involucrada en la expresion de genes, el transporte y procesamiento de RNA; con el gen FLI
que acttia como activador de la transcripcion y el gen ERG de la familia de oncogenes ETS (8,
11). El descubrimiento de la fusion EWS-FLI condujo a la conclusion de que el Sarcoma de

Ewing y el TNEP son neoplasias relacionadas (12).



3.7.3 Sarcoma sinovial t(x; 18) (p11; ql11).

El sarcoma sinovial es un tumor que frecuentemente que ocurre cerca de las
articulaciones de los brazos o piernas, pero también puede presentarse en cualquier otro sitio
incluyendo sistema nervioso. La translocacion cromosomica t(x; 18) descrita por Limon y col.
(13) se encuentra en casi 80% de los sarcomas sinoviales, resultando en la fusion del gene SYT
del cromosoma 18 con el gene SSX del cromosoma X (8, 14). Estas proteinas pueden funcionar
como represores de la transcripcion, lo que puede inducir a cambios en los patrones de
expresion génica (7). En muchos casos de este tipo de tumor la t(x; 18) es la tnica anormalidad
cromosomica detectada, por lo cual es considerada como un evento primario de génesis tumoral

(12, 15, 16).

3.7.4 Tumor Desmoplésico de células redondas y pequefias t (11; 22) (p13; q12).

Se trata de un sarcoma primitivo con una produccion excesiva de tejido conectivo,
debido a una activacion exagerada de los fibroblastos. En mas del 90% de los casos se presenta
una translocacion entre los cromosomas 11 y 22 involucrando a los genes EWS que es el
mismo gene involucrado en el sarcoma de Ewing y el gene WT1 (17). Como en muchos otros
sarcomas se trata de un factor de transcripcion aberrante, que modula la expresion de genes que
coinciden parcialmente con las dianas habituales del gen WT1 involucradas en el desarrollo

genitourinario (7).

3.8 TRANSCRIPCION REVERSA ACOPLADA A LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR).

La transcripcion reversa acoplada a la reaccion de la polimerasa en cadena, RT-PCR es
el método mas empleado para la deteccion de translocaciones que resultan en la fusion de dos
genes cuyo gene quimérico resultante es transcripcionalmente activo en muestras clinicas. La
ventaja mas sobresaliente de esta técnica consiste en que es posible la deteccion de estas
translocaciones a partir del RNA tumoral ofreciendo un criterio que apoye la definicion de la
categoria diagnostica, a pesar de contar a veces con una biopsia muy pequefia, ya que las
células tumorales conservan las alteraciones moleculares basicas (7). Debido a que los puntos
de ruptura de las translocaciones tienen lugar habitualmente en intrones, el resultado es que la
estructura de la fusion a nivel del DNA gendmico es bastante menos predecible que a nivel del
RNA, involucrando regiones de DNA muy largas y variables, lo que agrega un nivel de
complejidad considerable a la deteccion si se usa como estrategia Unicamente el analisis de

DNA mediante la PCR.
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En contraste el RNA mensajero que contiene solamente los exones de la fusion génica, ya no
contiene los intrones de cada uno de los genes implicados en la fusion y por lo tanto la longitud

del fragmento a analizar es mas pequefia y mas factible de ser detectada empleando RT- PCR

(7.

e S

Retrotranscripcion

A 4
ceon (S

PCR

v

_ Producto amplificado

Fig.3. La técnica de la RT-PCR consiste en dos pasos. En el primero el RNA se retrotranscribe a cDNA y en el
segundo se amplifica un segmento especifico de cDNA que contiene la zona de fusion génica. Aqui se ejemplifica la
fusion SYT-SSX caracteristica del sarcoma sinovial.

3.9 ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA (ERM).

La enfermedad residual minima consiste en la persistencia de células tumorales durante o
después de finalizar el tratamiento, lo cual tiene significado prondstico ya que puede predecir la
recaida de la enfermedad (18). Debido a que la evaluacion histopatologica de una muestra es
exitosa identificando células tumorales solo cuando la relaciéon minima es aproximadamente de
1 en 100 células normales, los ensayos enzimaticos de amplificacion usando RT-PCR 'y
dirigidos a los productos de fusidon mencionados, pueden incrementar la sensibilidad de
deteccion de modo muy significativo. La deteccion por RT-PCR de células tumorales en sangre
va de 1 en 10* a 10° células normales (7, 19, 20). Debido a lo anterior, estos ensayos tienen el

potencial de identificar células tumorales a nivel submicroscdpico, y con esto la posibilidad de:

1. Contribuir en la estadificacion de la enfermedad al momento de la presentacion.
2. Detectar células tumorales residuales circulantes después del tratamiento.

3. Identificar recaidas tempranamente después de la remision.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los tumores de células pequetias redondas y azules son un grupo de sarcomas que
se presentan en los nifios, entre los que se incluyen SE/TNEP, rabdomiosarcoma
alveolar, tumor desmoplasico de células pequefias y sarcoma sinovial. Estos tumores
comparten caracteristicas histopatoldgicas por lo que su diagndstico debe ser precisado
por estudios de inmunohistoquimica e histopatoldgicos. Sin embargo estos estudios no
siempre son concluyentes lo que representa un gran problema ya que el tratamiento del
paciente depende del diagnéstico histopatoldgico preciso. Durante las ultimas dos
décadas se han descrito en estos tumores varias translocaciones cromosomicas que han
sido caracterizadas a nivel de la actividad del transcrito quimérico resultante de cada
translocacion por RT-PCR. Cada una de estas translocaciones corresponde a una

categoria especifica de sarcoma.

De ahi que el empleo de la RT-PCR permiti6 identificar en el RNA de los tejidos
tumorales los transcritos quiméricos especificos y usarlos como marcadores
moleculares. Ademas de: apoyar el diagnostico histopatologico del tumor primario,
buscar estos marcadores moleculares (de las células tumorales) en sangre periférica al
momento del diagnostico inicial. Realizar un rastreo prospectivo peridédico en sangre
periférica de estos marcadores moleculares lo que permitird evaluar su utilidad para
monitorizar la respuesta del tumor al tratamiento y eventualmente iniciar vigilancia, asi

como detectar enfermedad residual minima postratamiento y recidivas tempranamente.
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5. OBJETIVOS.

5.1 GENERALES:

Identificar mediante RT-PCR la presencia de alguna de las siguientes translocaciones:
t(11;22) EWS-FLI, t(21:22) EWS-ERG, t(11;22) EWS-WT1, t(X;18) SYT-SSX, t(2;13)
PAX3/7-FKHR en muestras de tumor primario y/o sangre periférica. En pacientes que
ingresen para ser atendidos por los servicios de oncologia tanto del Hospital de
Pediatria del CMN SXXI del IMSS, como del Hospital Infantil de México Dr. Federico
Gbmez de la SSA, con sospecha diagnédstica de SE/TNEP, rabdomiosarcoma alveolar,

sarcoma sinovial o tumor desmopléasico de células redondas pequefias.

Una vez identificada la translocacion presente en el tumor primario, llevar a cabo la
RT-PCR exclusivamente con los oligonucle6tidos correspondientes a la translocacion
identificada en el tumor primario, en el RNA extraido de sangre periférica colectada al

momento de la presentacion y cada 4 meses.

5.2 PARTICULARES:

Extraer RNA a partir de tejido tumoral congelado y/o fijado en formol parafina.

Extraer RNA a partir de leucocitos en sangre periférica de tomas periddicas cada 4
meses correspondiente a cada paciente.

Correlacionar estos hallazgos moleculares con los diagndsticos histopatolgicos
correspondientes.

Registrar presencia o ausencia de la translocacion en sangre periférica.

Realizar seguimiento del rastreo molecular en la sangre periférica de estos pacientes

cada cuatro meses por los siguientes 12-24 meses.
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6. HIPOTESIS.

Al analizar RNA de tejidos tumorales y/o sangre periférica de nifios con sospecha
diagnostica de algin tumor de células redondas azules y pequefias (rabdomiosarcoma,
SE/TNEP, tumor desmoplasico de células redondas y pequeias, sarcoma sinovial), utilizando la
reaccion enzimatica RT-PCR, encontraremos las translocaciones correspondientes e

identificadas por otros grupos de estudio.

En un subgrupo de pacientes con los diagndsticos mencionados, encontraremos la
translocacion identificada en el tumor primario, presente en células de sangre periférica al

momento de la presentacion y en muestras sanguineas periddicas tomadas cada cuatro meses.
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7. METODO.

7.1 TIPO DE ESTUDIO.

Observacional, prospectivo, longitudinal y descriptivo.
7.2 POBLACION.

Tejidos tumorales congelados y/o fijados en formol- parafina asi como las muestras de
sangre periférica de pacientes diagnosticados histopatol6gicamente durante el periodo 2009-
2010, con alguno de los tipos de sarcomas antes mencionados que fueron atendidos en los
servicios de oncologia del Hospital de Pediatria del Centro Medico Nacional Siglo XXI del
IMSS vy el Hospital Infantil de México, Dr. Federico Gomez de la SSA. Los padres de los
pacientes afectados fueron informados sobre este estudio e invitados a participar a través de una
carta de consentimiento informado de la cual ellos conservan una copia, y en ella se les informa
en términos sencillos, los objetivos del trabajo y los posibles beneficios que se pueden derivar

del estudio.

7.3 CRITERIOS DE INCLUSION.

« Pacientes menores de 18 afios con sospecha diagnéstica de SE/TNEP, rabdomiosarcoma
alveolar, sarcoma sinovial o tumor desmoplasico de células redondas pequefias. Que se
presentaron en los Servicios de Oncologia tanto del Hospital de Pediatria del CMN
SXXI del IMSS como del Hospital Infantil de México, Dr. Federico Gdmez de la SSA.

« Disponibilidad de tejido congelado y/o fijado en formol- parafina asi como sangre para

ser analizado.

7.4 CRITERIOS DE EXCLUSION.

¢ Que no se obtenga RNA util a partir del tumor primario, que los padres no acepten

participar en el estudio.
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7.5 PROCEDIMIENTO.

7.5.1 Extraccion de RNA a partir de Tejido fijado en formol- parafina.

Para los tejidos fijados en formol- parafina; se obtuvieron 4 secciones de 6 micras de
cada bloque colocandolas en un tubo Eppendorf estéril. El material se lavo 2 veces con 1 mL
de xileno manteniendo a 42°C para desparafinar, seguido de 3 lavados con etanol absoluto para
remover el xileno; el tejido se resuspendioé en 350uL de buffer de digestion (Tris-HCI pH 7.8
20mM, EDTA 10mM, SDS 1% en agua dietilpirocarbonatada (DEPC), proteinasa K 700ug) se
mantuvo a 42°C un promedio de 48 horas.
El RNA se extrajo usando 600uL de reactivo Trizol® (fenol/isotiocianato de guanidina) y
700uL de una mezcla 1:1 de fenol- cloroformo se agito vigorosamente y se mantuvo a
temperatura ambiente por 5 minutos. Después de centrifugar, la fase acuosa se coloco en un
nuevo tubo Eppendorf, adicionando un volumen de isopropanol igual al recuperado de la fase
acuosa y 2uL de glucégeno como coprecipitante, dejando a -20°C toda la noche. Después de
centrifugar, el boton obtenido se lavo con ImL de etanol al 75%. Después de centrifugar, el
boton obtenido se resuspendié en 30uL de agua DEPC dando un tratamiento con DNasa

siguiendo el protocolo para Turbo DNA-free™ de Ambion Inc.

7.5.2 Extraccion de RNA a partir de Tejido congelado y muestra de sangre periférica.

Los tejidos congelados se homogenizaron disgregandolos en hielo seco o nitrogeno
liquido, se pesaron y colocaron en un tubo Eppendorf estéril, agregando 1mL de Trizol® por

cada 50 a 100 mg de tejido.

Se extrajeron aproximadamente 4 mL de sangre por venopuncion en Tubos para
Preparacion Celular con Citrato de sodio como anticoagulante (BD Vacutainer® CPT™),
después de centrifugar para fraccionar la muestra, los leucocitos recuperados fueron lavados 2
veces con Buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4, después de centrifugar las células fueron
resuspendidas en 1 mL de PBS, tomando una alicuota para realizar el conteo de células viables
con la tincion de azul tripano, la suspension restante se transfiri6 a un tubo Eppendorf,
centrifugando a 2500 rpm por 5 minutos, se decanto y peso, adicionando 1mL de Trizol® por
cada 50 a 100 mg de células, las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su estudio.

Para la extraccion de RNA a partir de tejido congelado y/o sangre periférica se adicionaron
200uL de cloroformo por cada 1mL de Trizol® inicial, agitando vigorosamente, manteniendo
15 minutos a temperatura ambiente. Después de centrifugar, la fase acuosa fue colocada en un
nuevo tubo Eppendorf junto con 500uL de isopropanol por cada mililitro de Trizol®, dejando

precipitar a -20°C toda la noche.
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Se centrifugo y decanto, el boton obtenido fue lavado con 1 mL de etanol al 75% por cada ImL
de Trizol® inicial, después de centrifugar, el boton se resuspendié en 20uL. de agua DEPC para
la sangre y en 30pL para el tejido congelado, se les dio un tratamiento con DNasa siguiendo el

mismo protocolo para el tejido en parafina.

7.5.3 Amplificacion de los genes involucrados en las translocaciones por RT-PCR.

Cada muestra de RNA proveniente de tejido fijado en formol-parafina y/o tejido
congelado fue estudiada usando la técnica de RT-PCR, ensayando 6 diferentes pares de
oligonucledtidos: PGK fwd./PGK rev. usados para amplificar secuencias de un gen de
mantenimiento doméstico (fosfoglicerilcinasa), con la amplificacion de este gen se aseguro la
presencia de RNA adecuado en la muestra y se procedio con el ensayo del panel completo de las
5 translocaciones usando los siguientes 5 pares de oligonucleotidos: EWS/FLI, EWS/ERG,
SYT/SSX, PAX3-7/FKHR y EWS/WT1. Para las muestras de RNA de sangre se ensayo el par
de oligos identificados en el tumor primario después de ensayar el par PGK fwd/PGK rev; en
algunos casos fue necesario probar todos los pares de oligos. Las condiciones del ensayo han
sido estandarizadas para todas las fusiones usando el Sistema One- Step RT-PCR (Roche) que
incluye la combinacion de enzimas AMV-RT y Taq y Pwo DNA polimerasa, el procedimiento
se describe a continuacion.

Se prepararon por separado dos mezclas de reaccion. Una de ellas combina 3ul. de RNA
extraido con una mezcla de deoxinucleotidos trifosfato (ANTP’s) 0.2mM, ditiotreitol (DTT)
SmM, 0.6pmol de cada primer y 0.16U/uL de inhibidor de RNasas. La otra mezcla contiene
cloruro de magnesio 0.5mM y 0.5uL. de enzima RT-PCR en Buffer RT 1X. Al juntar las
mezclas se obtuvo un volumen final de 50uL. La Retrotranscripcion se llevo acabo a 50°C por
30 minutos, seguido de la desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos. Los parametros de
amplificacidon incluyeron 40 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturalizacion), 60°C por 1 minuto
(alineacion), 68°C por 45 segundos (elongacion) y a 68°C por 7 minutos al final de los 40 ciclos
para la extension final.

Con cada lote de reacciones, se incluyeron las lineas celulares HTB 166 y CRL 2061 como
controles positivos de las fusiones EWS/FLI y PAX3-7/FKHR respectivamente, asi como

controles negativos provenientes de RNA de otros tipos de tumores.
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Oligonucleotido

Secuencia

Producto amplificado

PGK fwd 5" CAG TTT GGA GCT CCT GGA AG 3’ 247pb

PGK rev 5’ TGC AAA TCC AGG GTG CAGTG 3’

EWS22.2 5" CTG GAT CCT ACA GCC AAG CTC AAG 3’ 125pb (EWS- FLI1ex 6)
FLII 5" GTT GAG GCC AGA ATT CAT GTTA 3° 191pb (EWS-FLI1ex5)
ERG 5’ GG TTG AGC AGCTTT CGA CTG ¥’ 137pb

SSX 5’ TCCTCT GCT GGC TTC TTG 3’ 87pb

SYT 5’AGA CCAACACAGCCTGGACCAC3

PAX3/PAX7 5" CCG ACA GCA GCT CTG CCT AC 3’ 170pb

FKHR: 5’ TGA ACT TGC TGT GTA GGGACA G 3’

EWSEX7 5’ TCCTAC AGC CAA GCT CCAAGTC 3’ 103pb

WTIEXS 5’ ACCTTC GTT CACAGT CCTTG ¥

Tabla3. Oligonucledtidos utilizados en la retrotranscripcion y amplificacion de los productos derivados
de las translocaciones (21, 22).

Se realizo una electroforesis sobre gel de agarosa al 2% en buffer tris acetato (TAE 1x), de los

productos obtenidos, visualizando los productos amplificados tifiéndolos con bromuro de etidio

y empleando transiluminacion con luz ultravioleta y un sistema de fotodocumentacion.
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8. RESULTADOS.

8.1 Casos incorporados.

Fueron incorporados al estudio los tejidos de 42 pacientes de los cuales 26 fueron
atendidos en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS y 16 del Hospital Infantil de
Meéxico Dr. Federico Gomez de la SSA) (Grafica 1). Los analisis moleculares del panel
completo de oligonucleotidos fueron ensayados en 22 tejidos fijados en formol y embebidos en
parafina, en 10 tejidos congelados y cuando no fue posible contar con tejido tumoral primario se

ensayaron también en 10 muestras de sangre periférica (Grafica 2) .

20 +

16
10 A

Total IMSS HIM

Grafica 1. Namero de casos incorporados para el ensayo de translocaciones
especificas aplicando RT-PCR.
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| IMSS
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Tejido fijado Tejido congelado Sangre

Grafica 2. Tipo y numero de muestras analizadas por RT-PCR para la correlacion
entre las categorias histopatologicas y los hallazgos moleculares.
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Se obtuvieron translocaciones positivas en 25 muestras (Grafica 3), correspondiente a un 60%

de los casos. Solamente en 1 muestra no se obtuvo RNA adecuado para el analisis molecular.
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Grafica 3. Numero de muestras con translocaciones positivas y negativas detectadas por
RT-PCR.

8.2 Clasificacion por categorias histopatoldgicas.

La estratificacion de los diagnosticos histopatologicos de los pacientes incorporados
consistio en: 19 tumores diagnosticados como SE/TNEP, 11 tumores como rabdomiosarcoma
alveolar y 5 como sarcoma sinovial. Ademas se incorporaron al estudio 7 tumores que fueron
clasificados como “otros”, entre los que se incluyen: rabdomiosarcoma embrionario ERMS (del
inglés Embryonal rhabdomyosarcoma), meduloblastoma, neuroblastoma, osteosarcoma,
linfomas, schawnnoma rabdoide. Estos tumores fueron incluidos en el estudio debido a las
dudas diagndsticas que presentaron para los patdlogos, por lo cual se nos solicitd ensayar el

panel de fusiones para apoyar el diagnostico.
8.3 Comparacion entre el diagnostico histopatolégico y los hallazgos moleculares.

De los diagnosticados como SE/TNEP se encontraron translocaciones positivas para
alguno de los sarcomas estudiados en 12 casos, para rabdomiosarcoma alveolar se obtuvieron 6

resultados positivos, 3 para sarcoma sinovial, y en el caso de los clasificados como “otros” se

determinaron 4 tumores con translocacion positiva.
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8.3.1 Sarcoma de Ewing o Tumor neuroectodérmico primitivo: t(11;22) EWS-FL1,
1(21,22) EWS-ERG.

Se diagnosticaron 19 pacientes con SE/TNEP y se identificé la translocacion en 12
casos lo que constituye el 63% de las muestras analizadas como se muestra en la grafica 4A. De
los 12 SE/TNEP en los cuales se encontr6 alguna translocacion: en 6 de ellos se detectd la
fusion t(11; 22) EWS-FLI, y en 6 mas encontr6 la fusion variante (t21; 22) EWS-ERG. Un
ejemplo de los productos de amplificacion se muestra en las figuras 4, 5 y 6. La concordancia
entre el diagnodstico histopatologico y los hallazgos moleculares fue del 100% para esta

categoria diagnostica.

21 12
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3 7 1 2
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Casos Translocaciones {+) - Translocaciones (- Casos Translocaciones (+)  Translocaciones (-}
diagnosticaclos diagnosticados
SE/TNEP ARMS
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5 7+
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H Totales 41  Totales
y HIMSS 31 mIMSS
HIM 7 4 HIM
l .
1 1 . 1 1 .
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Casos Translocaciones (+) Translocaciones () Casos diagnosticados ~ Translocaciones(+)  Translocaciones (-)
diagnosticados SS C como "otros”
D

Grafica 4. Comparacion entre el numero de casos diagnosticados por histopatologia y el numero de casos
con translocacion positiva detectada por RT-PCR. A) Diagnostico de SE/TNEP; B) Rabdomiosarcoma
alveolar; C) Sarcoma Sinovial; D) Otros diagnosticos.
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200pb

100pb

Fig.4. Electroforesis de la amplificacion de la fusion EWS- FLI de 191pb y PGK 247pb del FS24 IMSS. PM= marcador peso
molecular 100pb; 1) PGK; 2)EWS-FLL 3) EWS2-ERG,4) EWSex7-WT1; 5) SYT-SSX; 6)PAX3/7-FKHR; 7) Control positivo
para PGK; 8) Linea celular HTB166 positivo para EWS-FLIIC

PM 1 2 3 4 5

200pb

100pb

Fig.5. Electroforesis de la amplificacion de las fusiones especificas para los sarcomas estudiados. PM= marcador peso molecular 100pb; 1,)
EWS-FLI; 2) EWS-ERG,3) EWSex7-WT1; 4) PAX3/7-FKHR; 5) PGK. Se observa en el carril 5 la banda de 247pb para el gen control PGK y en
el carril 2 la banda del producto amplificado de la fusion variante EWS-ERG para el SE/TNEP.

200pb

100pb

Fig.6. Electroforesis de la amplificacion de las fusiones especificas para los sarcomas estudiados. PM= marcador peso molecular 100pb; 1,5)
EWS.-FLIL; 2,6) SYT-SSX; 3,7) EWSex7-WT1; 4,8) PAX3/7-FKHR. En el carril 1 se observa una banda de 125pb caracteristica de SE/TNEP,
muestra del caso FS3HIM. En, muestra del FS4 HIM el carril 8se observa una banda de 170pb correspondiente a la fusion especifica de ARMS.
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8.3.2 Rabdomiosarcoma alveolar t (2; 13) y t (1; 13) PAX3/7- FKHR.

Se diagnosticaron histopatologicamente 11 pacientes con rabdomiosarcoma alveolar,
identificando translocacion positiva en 6 de ellos, correspondiente al 55% de las muestras
analizadas como se muestra en la grafica 4B.

De 6 de pacientes con translocacion positiva, se encontrd en 4 casos la t (2; 13) olat (1; 13) que
conduce a la fusion PAX3/7-FKHR. Un ejemplo del producto de amplificacion se muestra en la
figura 6. En los 2 casos restantes se detectaron translocaciones distintas a las reportadas para
este tumor, es decir que se trata de hallazgos discordantes. Por lo que la concordancia entre el

diagnostico histopatologico y los hallazgos moleculares fue del 67%.
8.3.3 Sarcoma Sinovial t (x; 18) SYT-SSX.

Se diagnosticaron histopatologicamente 5 pacientes con sarcoma sinovial, identificando
translocacion positiva en 3 de ellos, corresponde al 60% de las muestras analizadas. De los 3
pacientes con translocacion positiva, se encontr6 la t(x; 18) que conduce a la fusion SYT-SSX,
como se muestra en la grafica 4C. Un ejemplo del producto de amplificacion se muestra en la
figura 7. La concordancia entre el diagnostico histopatologico de esta categoria y los hallazgos

moleculares fue del 100%.

PM 1
-

100pb

2 3 4 5

Fig. 7. Electroforesis de la amplificacion de la fusion especifica para SS del caso FS24 IMSS, se observa la banda caracteristica de 87pb en
el carril 3. PM= marcador peso molecular 100pb; 1,) EWS-FLI; 2) EWS-ERG,3) SYT-SSX; 4) EWSex7-WT1; 5) PAX3/7-FKHR.
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8.4 Andlisis de Discordancia.

De 2 casos inicialmente diagnosticados en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI del
IMSS como ARMS, en 1 se presento la t (11; 22) y en el otro la t (21; 22) las cuales conducen
respectivamente a las fusiones EWS-FLIy EWS-ERG correspondientes a
SE/TNEP (Gréfica 5).

5 -

4 -
- H Totales
2
E 3 7 Wt(11;22)EWS-FLI
o SE/TNEP
g mt(21;22) EWS-ERG
E 27 SE/TNEP
= W t(2;13)PAX3/7-FKHR

L1 L1 1 ARMS
1 W t(X;18) SYT-55X
5SS
0 T T T 1
SE/TNEP ARMS SS OTRO
Categoria Histopatoldgica

Grafica 5. Analisis de discordancia entre Diagnostico histopatologico y hallazgo molecular de los
casos del Hospital de Pediatria del CMN SXXI IMSS. *SE indica sarcoma de Ewing; TNEP, tumor
neuroectodermico primitivo; SS, sarcoma sinovial; ARMS, rabdomiosarcoma alveolar.

En el HIM solo se encontro discordancia en 1 caso diagnosticado inicialmente como
rabdomiosarcoma embrionario que presento la fusion PAX3/7- FKHR especifica de un

rabdomiosarcoma alveolar como se ilustra en la grafica 6.

7 -
6 -4
M Totales
8 57
2 mt(11;22) EWS-FLI
o 4 - SE/TNEP
s mt(21;22) EWS-ERG
o 3 - SE/TNEP
~§ m t(2;13) PAX3/7-FKHR
2 1 ARMS
W t(X;18) SYT-SSX
1 l l l l 55
0 T T T 1

SE/TNEP ARMS SS OTRO
Categoria Histopatolégica

Grafica 6. Analisis de discordancia entre Diagnostico histopatologico y hallazgo molecular de los
casos del HIM Dr. Federico Gomez de la SSA. *SE indica sarcoma de Ewing; TNEP, tumor
neuroectodermico primitivo; SS, sarcoma sinovial; ARMS, rabdomiosarcoma alveolar
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Diagnostico Histopatoldgico
Schwannoma

Hallazgo molecular SE/TNEP | ARMS | SS | Osteosarcoma | Linfoma | ERMS rabdoide | Total
t(11;22) EWS-FLI SE/TNEP 6 1 0 0 1 0 0 8
t(21;22)EWS-ERG 6 1 0 0 0 1 0 8
t(2;13)PAX3/7-FKHR | ARMS 0 4 0 0 0 1 0 5
t(X;18)SSA-SSX SS 0 0 3 1 0 0 0 4
Negativo 7 5 2 0 1 1 1 17
Total 19 11 5 1 2 3 1 42

Tabla 4. Tabla de discordancia entre hallazgos moleculares por RT-PCR y diagnéstico histopatoldgico. *SE indica
sarcoma de Ewing; TNEP, tumor neuroectodermico primitivo; SS, sarcoma sinovial; ARMS, rabdomiosarcoma
alveolar; ERMS, rabdomiosarcoma embrionario.

8.4.1. Otras categorias histopatolégicas con hallazgos moleculares.

Dentro de las discordancias entre la categoria histopatologica y los hallazgos
moleculares se incluyen los 7 tumores clasificados como “otros”, donde identificamos por RT-
PCR alguna translocacion en 4 de ellos (Grafica 4D). En 1 caso el diagnoéstico inicial fue de
osteosarcoma e identificamos la t(x; 18) que conduce a la fusién SYT-SSX correspondiente a
un sarcoma sinovial. Un segundo caso fue inicialmente diagnosticado como linfoma, e
identificamos la t (11; 22) expresando la fusion EWS- FLI especifica de un SE/TNEP. En 2
casos mas cuyo diagnostico inicial fue rabdomiosarcoma embrionario, en 1 de ellos
identificamos la t (21; 22) que conduce a la fusion variante EWS-ERG para SE/TNEP y el otro
caso expreso la t (1; 13) o t (2; 13) especificas para rabdomiosarcoma alveolar. Los tres
tumores restantes en los que no se identificd ninguna translocacidon correspondieron a
diagnosticos iniciales de la categoria ‘“otros” a:

schwannoma rabdoide, linfoma y

rabdomiosarcoma embrionario.

Diagnostico Histopatolégico

Hallazgo molecular

Diagnostico correspondiente

Linfoma Ninguna Linfoma
Linfoma t(11;22) EWS-FLI SE/TNEP
ERMS t(21;22) EWS-ERG SE/TNEP
ERMS t(2;13) PAX3/7-FKHR ARMS
ERMS Ninguna ERMS
Osteosarcoma t(x;18) SYT-SSX SS

Schwannoma rabdoide

Ninguna

Shwannoma rabdoide

Tabla 5. Discordancias moleculares-histopatologicas encontradas en otras categorias
histopatolégicas analizadas.
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8.5 Ensayo del panel completo en muestras de sangre.

En 10 pacientes se realizaron en las muestras de sangre el ensayo del panel completo de
translocaciones, debido a que no fue posible contar con suficiente tejido del tumor primario para
realizar los analisis moleculares. Se encontraron translocaciones positivas en 5 muestras de
estos 10 pacientes, y todas son concordantes con el diagndstico histopatologico es decir
SE/TNEP. De estas 5 translocaciones identificadas, 4 expresaron la t (21; 22) y 1 la t (11; 22)
conduciendo a las fusiones EWS-ERG y EWS-FLI respectivamente como se muestra en la
grafica 7A. Los diagnosticos correspondientes de las 5 muestras sin translocacion detectada

correspondieron a: 2 casos de ARMS, 2 SE/TNEP y 1 SS (Gréfica 7B).

10 A
9 -
8 -
7 -
6 -
M Totales
5 -
a - m IMSS
3 HIM
2 7 1 1 1
1 -
) |

0 T T T 1

Sangre Translocacion t(11;22) t(21;22)

(+) EWS-FLI EWS-ERG

Grafica 7A. Muestras de sangre con translocacion positiva analizadas por RT-PCR cuando no se
obtuvo tumor primario. Las 5 muestras corresponden a los diagnosticos e instituciones mostrados.
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Grafica 7B. Muestras de sangre con translocacion negativa analizadas por RT-PCR cuando no se
obtuvo tumor primario. Las 5 muestras corresponden a los diagndsticos e instituciones mostrados.
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8.6 Resultados del analisis molecular en las muestras de sangre tomadas peridédicamente.

Para poder valorar como marcador de células tumorales las translocaciones bajo estudio,
idealmente es necesario contar con la determinacion de este andlisis en sangre periférica antes
que los pacientes inicien el tratamiento con quimioterapia como se ilustra en la Figura 8. Esta
muestra de sangre se denomind TO (Toma cero) y el resultado del analisis molecular en esta
muestra permitird prospectivamente establecer relaciones entre la presencia/ausencia de la
translocacion con datos y eventos clinicos como: estadificacion, respuesta al tratamiento,
remision, recaidas. Estas asociaciones permitirdn atribuirle o no el valor de marcador molecular
con valor pronostico a la determinacion de estas translocaciones. Sin embargo no siempre es

posible contar con esta muestra.

Muestra 1 de
sangre (T0)
Extraccion
quirdrgica Diagndstico Tomas peri6dicas de sangre
| | | I_______é
I I . Vigilancia
Presentacion BAAF Inicio Remision
de Qx

de caso nuevo

Analisis de tejido
congelado y/o fijado en
formol parafina

Fig.8. Procedimiento ideal para el manejo y del paciente que ingresa al estudio, desde el momento de la
presentacion de un caso nuevo hasta la vigilancia/remision. BAFF = Biopsia por Aspiracion con Aguja
Fina
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Se analizaron 83 muestras de sangre periférica tomadas periddicamente cada 4 meses,
provenientes de 24 pacientes en los cuales previamente se identifico alguna translocacion
especifica de los sarcomas arriba mencionados como se ilustra en la figura 9. De estos 24

pacientes en 14 fue posible conseguir la muestra T0, es decir antes de iniciar la quimioterapia.

e e e e = T e = N S R NC T N R '
W B U = 0w O R N W

[y
[y

Pacientes con translocacion positivaen tumor primario
= =
o ]

[l o B VS R =N ¥ ) TR B o I Vo

0 1 2 3 4 5 6 7
Numero de muestras sanguineas tomadas periodicamente

Fig.9. Numero de muestras sanguineas por paciente tomadas periodicamente.
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8.6.1 Sarcoma de Ewing o Tumor neuroectodérmico primitivo: t (11; 22) EWS-FL1, t
(21,22) EWS-ERG.

De un total de 16 casos diagnosticados como SE/TNEP fue posible obtener 10 muestras
TO (antes de iniciar la quimioterapia). En 5 de ellas se detectaron translocaciones en circulacion,
y 5 fueron negativas. En 6 pacientes fue posible obtener la primera muestra (M1) después de
haber iniciado la quimioterapia. En 3 de estas muestras se detectaron translocaciones positivas y
3 fueron negativas, como se muestra en la tabla 6.
Identificamos 2 casos, FS7 HIM y FS14 IMSS inicialmente positivos, que en muestras
posteriores el resultado fue negativo. Identificamos 4 casos, FS4, 5y 7 del IMSS y FS11 HIM
inicialmente negativos que posteriormente alguna muestra fue positiva. Identificamos 3
pacientes, FS1, 12 y 14 del HIM que siempre han sido positivos. Identificamos 2 casos FS1 y 6
del IMSS que siempre han sido negativos.
En esta categoria diagndstica 3 pacientes fallecieron durante el estudio FS3 y 15 del HIM y el
FS3 IMSS.
Los casos FS25 y FS23 del IMSS son de reciente incorporaciéon por lo que solamente contamos

con una muestra de cada uno.

M1
(TO) | ConQx | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7

FS1 HIM L o o o

FS3 HIM )

FS7 HIM 0 Ol o] O 9

FS11 HIM 0 o|lo| @] o0

FS12 HIM e [ N NN B

FS14 HIM e o o

FS15 HIM T e

FS1 IMSS 0 olo]o|lo|lo]|o

FS3 IMSS 0 ot

FS4 IMSS 0 ® | 0 o

FS5 IMSS 0 o| ®| o

FS6 IMSS 0 olo] o

FS7 IMSS 0 ® nN|O

FS14 IMSS [ ] ® | O

FS23 IMSS 0

FS25 IMSS @

Tabla 6. Resultado de la presencia/ausencia de translocaciones en las muestras
periddicas de sangre periférica de pacientes diagnosticados con SE/TNEP.

M= muestra, TO= muestra antes de quimioterapia, O= translocacion negativa, #=
translocacion positiva, = Paciente fallecido, Qx= quimioterapia; NI= no
informativo.
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8.6.2 Rabdomiosarcoma alveolar t (2; 13), t (1; 13) PAX3/7- FKHR.

De un total de 5 casos diagnosticados como rabdomiosarcoma alveolar fue posible
obtener 4 muestras TO. En 2 de ellas se detectaron translocaciones, y 2 fueron negativas. Solo
en 1 paciente se obtuvo la primera muestra (M1) después de haber iniciado la quimioterapia y
fue negativa para la translocacion. Identificamos 2 casos: FS4 y 6 del HIM inicialmente
positivos que en muestras posteriores el resultado fue negativo. Identificamos 3 casos: FS2, 10y
16 del HIM que siempre han sido negativos como se muestra en la tabla 7.

En esta categoria diagnostica 2 pacientes: FS4 y 10 del HIM fallecieron durante el estudio.

Ml
(TO) |ConQx |M2 |M3 |M4 |M5 |M6

FS2 HIM 0 ololo|o]|o

FS4HIM e oO| o |of

FS6HIM e olo|lo|o]|oO

FS10 HIM 0 0| 0| 0o |NIf

FS16 HIM 0 0

Tabla 7. Resultado de la presencia/ausencia de translocaciones en las muestras
periddicas de sangre periférica de pacientes diagnosticados con
rabdomiosarcoma alveolar .

M= muestra, TO= muestra antes de quimioterapia, O= translocacion negativa, =
translocacion positiva, = Paciente fallecido, Qx= quimioterapia, NI= no
informativo.

8.6.3 Sarcoma Sinovial t (x; 18) SYT-SSX.

De un total de 4 casos diagnosticados como Sarcoma sinovial solo fue posible obtener
1 muestra TO. En 3 pacientes fue posible obtener la primera muestra (M1) después de haber
iniciado la quimioterapia, en 1 caso no fue posible obtener muestra debido a las condiciones
clinicas del paciente. En ninglin caso se detectaron células circulantes con translocacion como
se muestra en la tabla 8.

En esta categoria diagndstica el paciente FS11 IMSS fallecié durante el estudio.

Ml
(TO) Con Qx M2 M3
FS5 HIM 0 O |NI
FS11 IMSS NI+
FS12 IMSS o) 0 o)
FS24 IMSS — - . —

Tabla 8. Resultado de la presencia/ausencia de translocaciones en las muestras

periodicas de sangre periférica diagnosticados con Sarcoma sinovial.

M= muestra, TO= muestra antes de quimioterapia, O= translocacion negativa,

= translocacion positiva, t= Paciente fallecido, Qx= quimioterapia; NI= no
informativo. 30



9. DISCUSION.
9.1 Concordancia-discordancia entre categorias histopatoldgicas y hallazgos moleculares.

Para correlacionar el diagnostico histopatologico y los hallazgos moleculares se
analizaron 42 muestras de tejidos, encontrando translocacion positiva en 25 pacientes,
correspondiente a un 60% del total de casos analizados. Se encontrd una discordancia general
del 24 % correspondiente a 6 casos en los que se identifico alguna translocacion especifica
discordante con el diagnostico histopatologico inicial.

Para el SE/TNEP y para el Sarcoma sinovial la concordancia fue del 100%. Para los casos de
rabdomiosarcoma alveolar la discordancia fue de 33%, correspondientes a 2 casos. La
discordancia mas significativa se encontr6 en 4 casos de otras entidades diagndsticas de
tumores de células pequefias, redondas y azules, en las cuales fue posible identificar alguna de
las translocaciones en estudio.

En el periodo de estudio los Servicios de Patologia no reportaron ningin caso de tumor
desmoplasico de células redondas y pequefas, y en ningin caso se determin6 por RT-PCR la
translocacion correspondiente es decir la t(11; 22) que conduce a la fusion EWSex7-WTI

especifica para este tipo de tumor.
9.2 Translocaciones variantes en el SE/TNEP.

Para las translocaciones t(11;22) y t(21;22) que conducen a las fusiones EWS-FLI y
EWS- ERG, en la literatura se reporta una prevalencia estimada del 85 y 15% de los pacientes
diagnosticados con SE/TNEP respectivamente (6), en nuestro estudio encontramos 16 casos con
translocacion positiva para SE/TNEP, 8 de los cuales corresponden a la t(11;22) y 8 a la

t(21;22) equivalentes al 50% de cada variante.
9.3 Muestras tumorales con translocaciones negativas.

En 1 caso de tejido tumoral y 4 de sangre periférica no se obtuvo RNA adecuado para
realizar el ensayo por lo que la muestra se considera no informativa para el estudio. De los 17
casos con diagnodstico prequirurgico sugestivo de alguna de las categorias diagnosticas en
estudio, en los cuales no se detectd fusion, solo 8 de ellos correspondieron el diagndstico de
algin tumor de células redondas azules y pequefias (6 SE/TNEP y 2 rabdomiosarcoma
alveolar). En los 9 casos restantes el diagnostico final emitido por los Servicios de Patologia
correspondieron a: hemangiendotelioma, linfomas, schwannoma rabdoide, sarcoma

miofibroblastico inflamatorio y rabdomiosarcoma embrionario.
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Los resultados negativos no siempre implican ausencia de la translocacion en el ensayo
por RT-PCR, puede deberse a que existen variantes de las fusiones de los tumores por la
diversidad del sitio donde las rupturas cromosémicas pueden ocurrir y por lo tanto no ser
detectables con los oligonucledtidos empleados en este estudio; por ejemplo Giovannini y col.
reportan hasta 9 posibles fusiones en distintas regiones exonicas de los genes EWS-FLI1 y
EWS-ERG para SE/ TNEP (21, 23) . Ademas se han reportado fusiones involucrando otros
genes de la familia de factores de transcripcion ETS (6, 7). Estos fenémenos descritos para el
SE/TNEP demuestran que existe una heterogeneidad bioldgica y probablemente expliquen
también, los casos de otros tumores de este estudio en los que no ha sido posible encontrar las
translocaciones especificas. En este sentido en la literatura del rabdomiosarcoma alveolar se
reporta que no es posible identificar ninguna de las dos translocaciones mas comunes que
conducen a la fusiéon PAX3/7- FKHR en el 15 al 55% de casos reportados (12).

También el uso de tejido derivado de biopsias muy pequefias para la extraccion de RNA y
ensayo por RT-PCR se puede asociar a resultados falsos negativos. Aunque hay reportes de
indican que esta técnica puede detectar productos de fusion a partir de 10 a 200 células en tejido
congelado y/o bloques de parafina, teniendo una sensibilidad de 10 a 50 veces mayor en tejido
congelado que en bloques de parafina (24), hay que tener en cuenta que en ocasiones el tejido
puede presentar diferentes niveles de necrosis. Ademds a pesar de que el RNA haya sido
extraido adecuadamente, los mensajeros derivados de las células tumorales pueden estar

silenciados.

9.4 Translocaciones en sangre periférica.

El principal factor prondstico para la supervivencia de un paciente con cancer es la
determinacion de la presencia de enfermedad diseminada al momento del diagndstico (18, 25).
Nosotros detectamos células con translocacidon positiva en sangre periférica en la (T0) de 5
pacientes y en la (M1) de 3 pacientes diagnosticados con SE/TNEP.

En contraste a lo publicado por Kelly, KM y col. donde solo reportan presencia de translocacion
positiva en medula Osea pero no en sangre periférica de pacientes diagnosticados con
rabdomiosarcoma alveolar (20), nosotros si encontramos translocacion positiva en la toma cero

de 2 pacientes de un total de 5 con este diagndstico.
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9.5 Presencia continua de translocaciones en sangre

En este estudio solamente en 4 casos diagnosticados con SE/TNEP se ha encontrado la
translocacion positivas en todas las muestras obtenidas, el significado de esto podra analizarse a
fondo cuando estos hallazgos moleculares se correlacionen con la respuesta al tratamiento. Es
importante hacer notar que la incorporacién y seguimiento de casos es asincrona y que el
analisis y conclusiones derivados podran realizarse hasta acabar el periodo de coleccion de

casos y datos.

9.6 Ausencia contintia de translocaciones en sangre

En este estudio solamente en 8 pacientes (3 con SE/TNEP, 3 con rabdomisarcoma
alveolar y 2 con sarcoma sinovial) se identifico alguna translocacién en el tejido primario pero
no se detectaron células positivas en ninguna muestra de sangre, de estos 8 pacientes 2
fallecieron durante 1 estudio. La correlacion con datos de extension clinica al momento de la
presentacion ayudardn a establecer si la diseminacion de las células a otros tejidos se podria
estar dando por via linfatica o adyacente. Es relevante comentar que Barr, FG y col. proponen
una modificacioén al procedimiento de la RT-PCR, gracias al cual ha sido posible identificar
células tumorales en pacientes con rabdomiosarcoma alveolar, que habian sido negativas
utilizando la RT-PCR comun (26), alternativa a considerar en los pacientes con estas
translocaciones. A pesar de que 3 pacientes con translocacion positiva para Sarcoma sinovial en
tejido primario identificados en este estudio fueron sometidos a cirugia para extraer el tumor, no
se identificé translocacion positiva en sangre periférica en ninguno de ellos, en contraste con un
reporte mencionando que en pacientes con Sarcoma sinovial se ha observado la presencia
metastasis después de la cirugia. Esto sugiere que la diseminacion de las células tumorales
podria ocurrir antes o durante la cirugia para remover el tumor primario (27), sin embargo,
Hashimoto, N y col. reportaron por primera la identificacion de esta translocacion en una

paciente antes de observar metastasis a pulmon demostrable clinicamente (28).

9.7 Ausencia- Presencia de translocaciones en sangre

De manera sobresaliente durante el periodo de este estudio en 4 pacientes (FS11 HIM,
FS4, 5y 7 del IMSS) se detectaron translocaciones positivas después de que la muestra anterior
era negativa; el significado de este fenomeno podria corresponder efectivamente a la deteccion
temprana de la diseminacion de células tumorales en el torrente sanguineo, sin embargo sera la
correlacion con el comportamiento clinico lo que confirmara esto. Es importante mencionar que

en estos casos los médicos tratantes son avisados sobre estos hallazgos de inmediato. Estos
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hallazgos no implican un cambio radical en el tratamiento médico de estos pacientes, sin
embargo pueden constituir piezas de informacion que alerten as los médicos y contribuyan a un

manejo mas adecuado en la vigilancia de estos pacientes.

9.8 Presencia-Ausencia de translocaciones en sangre

Durante el periodo de este estudio en 4 pacientes (FS7, 4,6 HIM y FS14 IMSS)
registramos presencia de la translocacion en sangre en la primera muestra y negativas las
muestras subsecuentes; el significado de este fenomeno podria corresponder a una respuesta al
tratamiento sin embargo sera la correlacion con el comportamiento clinico lo que confirmara
esto. En el caso del FS7 HIM se volvio a identificar la translocacion en la M5, este caso y
cualquier otro en los que hemos observado cambios en la presencia-ausencia, podran ser
interpretados con la correlacion de datos clinicos relacionados al comportamiento, sin embargo
puede especularse en este momento que también podrian deberse a la sensibilidad de la RT-
PCR. Aunque esta técnica sea mds sensible que otros métodos, tal vez no detecte un numero

significante de células, las cuales mas tarde alcanzarian horizontes detectables (25, 29).

9.9 Pacientes fallecidos durante el estudio.

Durante el tiempo en que se realizo el presente estudio desafortunadamente fallecieron 3
pacientes diagnosticados con SE/TNEP, 2 con rabdomiosarcoma alveolar y 1 con Sarcoma
sinovial. El pronodstico para todos estos pacientes es muy reservado, y las tasas de
sobrevivencia a 5 afios estan por arriba del 60% (30), aunque estas tasas han mejorado
sustancialmente en los Ultimos lustros, en general dependen del grado de diseminacion al

momento del diagnostico y del subtipo de tumor.
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10. CONCLUSIONES.

1. Por la técnica de RT-PCR se detectaron translocaciones positivas en 25 de 42 pacientes
incorporados al estudio lo cual corresponde al 60%.

2. La concordancia para el SE/TNEP y el sarcoma sinovial fue del 100%. Para el
rabdomiosarcoma alveolar la concordancia fue del 67%.

3. Se han encontrado en total 6 discordancias entre las categorias histopatologicas y los
hallazgos moleculares lo que constituye aproximadamente el 24%.

4. Lat (11; 22) que conduce a la fusion EWS-FLI se expreso en el 50% de los casos de
SE/TNEDP, el otro 50% corresponde a la t (21; 22) conduciendo a la fusion EWS-ERG.
Lo que contrasta con las frecuencias reportadas en la literatura que corresponden a 85 y
15% respectivamente.

5. De 17 tumores analizados que no expresaron translocaciones, solo 8 casos
correspondieron a algin tumor de células pequefias redondas azules (6 SE/TNEP y 2
rabdomiosarcoma alveolar).

6. Fue posible detectar translocaciones positivas en células circulantes en la toma cero de 7
pacientes, 5 SE/TNEP y 2 rabdomiosarcoma alveolar.

7. En 14 pacientes se detectaron translocaciones positivas en sangre periférica en al
menos una muestra tomada peridodicamente.

8. No fue posible identificar células con t(X; 18) positiva en ningin caso de sarcoma

sinovial.
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11. PROPUESTAS - RECOMENDACIONES.

Aunque la RT-PCR ofrece conceptualmente grandes ventajas, su interpretacion y
extrapolacion a la practica clinica es un proceso todavia en validacion. La asociacion de los
hallazgos moleculares con los eventos clinicos que se establezcan prospectivamente aportara o
no la validez necesaria para que esta herramienta sirva como biomarcador molecular de
categorias diagnosticas, de respuesta al tratamiento, de enfermedad diseminada y de recaida

temprana.

Se prevé incorporar mas pacientes al estudio, y también incluir dentro del panel de

translocaciones los pares de oligonucle6tidos para las variantes de SE/TNEP.

Seria interesante y util en el largo plazo realizar la deteccion con RT-PCR en tiempo
real ya que permitiria cuantificar el nimero de células en la muestra tomada que contienen la
translocacion y con esto se podria refinar el analisis de la carga de células tumorales circulando.
Parametro que probablemente seria de utilidad en la toma de decisiones terapéuticas en estos

pacientes.
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12. GLOSARIO.

Célula germinativa. Cualquier célula precursora capaz de dar origen a gametos.

Célula somética. Son aquellas que forman el crecimiento de tejidos y 6rganos de un ser vivo,
procedentes de células madre originadas durante el desarrollo embrionario y que sufren un
proceso de proliferacion celular y apoptosis.

Desmoplasia. Fenomeno de produccion excesiva de tejido conectivo, pobre en células y rico en
fibras de colageno, que suele acompafiar a algunos tumores malignos epiteliales por activacion
excesiva de los fibroblastos.

Desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTP’s). Bases nitrogenadas unidas a una molécula de
desoxirribosa y tres moléculas de fosfato. Es la forma como la ADN polimerasa puede
reconocer a los nucleétidos para formar nuevas cadenas de DNA en el proceso de replicacion o
en la técnica de PCR.

Diagnostico. Proceso por medio del cual se establece el estado de salud, asi como los factores
que lo determinan; puede ser aplicado a un individuo, familia, grupo o comunidad.

Diagndstico genético. Metodologia que permite, mediante el uso de sondas o detectores de
acidos nucleicos especificos, la identificacion de secuencias especificas de DNA entre millones
de ellas.

DNA (Acido desoxirribonucleico). Largo polimero lineal compuesto por cuatro tipos de
nucleotidos de desoxirribosa que contiene la informacion genética. Es una hélice doble
compuesta por dos hebras antiparalelas unidas por enlaces de hidrogeno entre bases ptricas y
pirimidicas.

DNA complementario (cDNA). Molécula de DNA sintetizada a partir de RNA, para la cual se
requieren enzimas como reverso transcriptasa y DNA polimerasa I. Carece de los intrones
presentes en el DNA genomico.

Electroforesis. Técnica que se emplea para separar moléculas cargadas eléctricamente con base
en su velocidad de migracion al someterse a un campo eléctrico. La velocidad a la cual se
separan las moléculas es proporcional al tamafio de ellas.

Especificidad. Capacidad de una prueba diagnostica de identificar en forma correcta la ausencia
de una caracteristica o enfermedad. Probabilidad que tienen los sanos o los no enfermos de salir
negativos a la prueba que se estudia.

Estandar ideal. Criterio estandar, estindar de oro o de referencia. Método, procedimiento o
medicion que es ampliamente aceptado como el mejor disponible. Algo que sirve como base de
comparacion; una especificacion técnica o reporte escrito efectuado por expertos y avalado por

resultados cientificos sdlidos y/o por su experiencia.
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Estudio descriptivo. Estudio disefiado tinicamente para describir la distribucion existente de
variables sin considerar relaciones causales u otras hipotesis, habitualmente estd basado en un
solo grupo de estudio.

Estudio prospectivo. Caracteristica de un diseflo de investigacion interesado en explorar a
futuro las consecuencias de una determinada exposicion o caracteristica particular en los sujetos
de estudio.

Exdn. Secuencias de DNA que son transcritas y traducidas en una cadena polipeptidica.

Factor pronostico. Condicion, presente en personas ya enfermas, que se asocia con un
determinado desenlace de dicha enfermedad.

Gen. Unidad fisica y funcional de la transmision hereditaria. Es la secuencia de DNA necesaria
para la sintesis de un polipéptido funcional o una molécula de RNA. Ocupa un sitio
determinado en los cromosomas llamado locus.

Intron. Porciones de DNA situadas entre regiones codificantes, las cuales se remueven durante
una fase de procesamiento del transcrito primario; es decir, la informacién codificada por un
intrén no aparece en el RNAm maduro ni en el polipéptido funcional.

Marcador molecular. Anormalidades genéticas especificas en algunos tumores.

Nucledtido. Molécula compuesta por una purina o pirimidina unidas a una pentosa y a uno o
mas grupos fosfatos unidos por un enlace fosfodiester a una azticar.

Oligonucledtido. Corta secuencia de acido nucleico que contiene un grupo hidroxilo en el
extremo 3’, que forma pares de bases con una hebra patréon complementaria y actia como un
punto de inicio para la adicion de nucleotidos, con la finalidad de copiar la hebra patron.
Prevalencia. Proporcion de individuos con una determinada enfermedad, identificados en un
punto concreto en el tiempo.

Pronostico. Prediccion del curso futuro de una enfermedad basada en el conocimiento de su
historia natural.

Proporcion. Fraccion que expresa la relacion existente entre el nimero de observaciones de una
clase con el numero de observaciones hechas.

Recaida. Situacion en la que un paciente se ve afectado, durante el periodo de convalecencia de
una enfermedad, nuevamente por los sintomas de la misma.

Recidiva. Reaparicion del tumor maligno tras un periodo mas o menos largo de ausencia de
enfermedad.

Remision. Periodo de tiempo en el que el cancer esta bajo control. A veces, se la describe como
"parcial", lo que significa que el cancer responde bien al tratamiento y estd controlado. En
ocasiones, la remision es "completa", lo que quiere decir que el cancer ya no puede detectarse
mediante pruebas médicas.

RNA. Polimero de ribonucledtidos unidos por enlaces fosfodiester, se forma por la

transcripcion del DNA o en algunos virus por la copia de una molécula de RNA molde.
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RNA mensajero (RNAmM). RNA que codifica el orden de los aminoacidos de una proteina. Se
produce por la transcripcion de DNA por la RNA polimerasa y en algunos virus a partir de
RNA.

Sensibilidad. Capacidad de una prueba diagnostica para detectar a los sujetos verdaderamente
enfermos. Probabilidad que tienen los enfermos de salir positivos a la prueba en estudio
comparado con la prueba que se utiliza.

Tasa de Incidencia. Nimero de casos nuevos de una enfermedad dado en una poblacion
durante un periodo de tiempo. La incidencia muestra la probabilidad de que una persona en esa
poblacion sea afectada por la enfermedad.

Tasa de Mortalidad. Estimacion del nimero de muertes que ocurren en una poblacion durante
un periodo determinado.

Transcriptasa inversa. Enzima que transcribe la informacion de un virus tipo RNA a un
genoma de DNA.

Transicion epidemioldgica. Cambios en el largo plazo en los patrones de mortalidad,
enfermedad e invalidez que caracterizan a una poblacién especifica y que por lo general se

presentan junto con transformaciones demogréaficas, sociales y econdmicas.
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