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RESUMEN ESTRUCTURADO

Titulo. Factores prondsticos, clinicos y moleculares, asociados a la sobrevida Sarcoma de

Ewing. Experiencia de diez afos.

Introduccion. El Sarcoma de Ewing representa el tumor dseo maligno que ocupa el
segundo lugar en la edad pediatrica. Es parte de una familia de neoplasias, todas ellas
indiferenciadas en diferentes grados, con una expresion fenotipica multiple pero con una
alteracion génica en la que se afecta el gen EWS (cromosoma 22q12). Se conoce muy poco
acerca de los factores etioldgicos relacionados con estos tumores asi como del
comportamiento bioldgico del mismo. El estudio de factores pronodsticos es importante
tanto a nivel morfoldgico como genético y de biologia molecular. En la actualidad los
factores pronodsticos que se han asociado a la sobrevida son la localizacion y extension de
la enfermedad. Sin embargo pese a los logros obtenidos en el tratamiento de estos
tumores, su pronostico contintia siendo sombrio, mas aun en el tipo mestastasico, en el
que la sobrevida no rebasa el 30%. Recientemente se ha iniciado el estudio de marcadores
tumorales en este tipo de tumores, siendo el Ki67, el p53 y el HER- 2 los que se han
relacionado con el comportamiento bioldgico de la enfermedad asi como la respuesta al

tratamiento y sobrevida de estos pacientes.

Objetivos. Determinar cudles son los factores clinicos y moleculares que influyen en la

respuesta al tratamiento y sobrevida en pacientes con Sarcoma de Ewing.

Material y métodos. Lugar de realizacion. Hospital de Pediatria del Centro Médico

Nacional SXXI. Servicio de Oncologia, laboratorio de investigacion.

Tipo de estudio. Se realizo un estudio retrospectivo, longitudinal, descriptivo,
observacional en el que se incluyeron a todos los pacientes con Sarcoma de Ewing en el

periodo comprendido entre el 1° de Enero del 2000 al 1° de Enero de 2010.

Resultados. Se estudiaron 34 pacientes, 61.8% fueron hombres (n=21) y 38.2% mujeres

(n=13), la relacion hombre mujer fue 1:1.6, con una media de edad de 11 afos (3-17 afios).



Del total de pacientes, el 23.5% estan vivos (n=8) y el 76.5% (n=26) muertos. El 82%
presentd enfermedad metastdsica al diagndstico, y 17.6% enfermedad localizada, los sitios
de metastasis fueron en orden de presentacion: pulmoén 67% (n=23), sistema nervioso
central 17.6% (n=6) y hueso en 8.8% (n=3). Se observd que de los 26 pacientes con
metastasis pulmonares al diagndstico murieron 21, con una p=0.007, OR 12.6 (IC 95% 1,93-
82.087). La falla al tratamiento inicial, ya sea por enfermedad progresiva o por recaida, con
cambio a alguno de los esquemas alternos mostré una p de 0.007, OR 4.310 (IC 95% 0.74-
25.031) respecto al riesgo de morir. No se encontro significancia estadistica el realizar la
comparacion respecto a la localizacién del tumor y la sobrevida. Lamentablemente no
pudo realizarse inmunohistoquimica, ya que el material fue sustraido del servicio de

Patologia del Hospital.

Conclusiones. Existe una diferencia en la supervivencia de los pacientes con Sarcoma de
Ewing cuando estd localizado, y cuando hay metdstasis al diagnostico, siendo las
metastasis pulmonares y a SNC de peor prondstico en estos pacientes. En nuestra serie, las
metastasis al SNC ocuparon el segundo lugar, con un 17.6%, mientras que en la literatura
mundial la frecuencia es muy baja, lo cual pudiera estar en relacién con los estadios tan
avanzados de la enfermedad en los que se realiza el diagndstico. Se reporta una menor
sobrevida en los pacientes son falla al tratamiento inicial. No encontramos diferencias
significativas en cuanto al uso de tratamiento locorregional, ya sea cirugia, radical o de
preservacion, y/o radioterapia con el prondstico de la enfermedad. Se necesita realizar
estudios citogenéticos y de biomarcadores para poder establecer el comportamiento
biologico de la enfermedad y con esto poder brindar un tratamiento mas adecuado a cada

tipo de pacientes



MARCO TEORICO

El sarcoma de Ewing ocupa el segundo lugar de los tumores malignos de hueso, y es
parte de un grupo heterogéneo de neoplasias formadas por células redondas pequenas y
azules con localizaciones anatdomicas muy diversas, afectando preferentemente al hueso
pero también partes blandas y distintos drganos. Es poco comun antes de los 8 afos y
después de los 25 afos. La media de edad reportada por el European Integroup
Cooperative Ewing Sarcoma Study group (EICESS) es de 14 afios, de los cuales 57% son
hombres y 47% mujeres, a excepcion antes de los 10 afios en donde es mas frecuente en las
mujeres. ' Es mds comdn en blancos que en negros, con una incidencia muy baja en afro
americanos.? Se reporta una incidencia anual de 2.9 casos por milléon por afio en Estados
Unidos®. En nuestro pais los tumores éseos ocupan el quinto lugar de frecuencia,
representando el 5.7% de las malignidades en la infancia, y en particular el Sarcoma de

Ewing representa el 1.1%.4°

Presentacion clinica

El sintoma de presentacién mdas comun es el dolor, en 96% de los pacientes, el cual es de
caracter intermitente, severo, de predominio nocturno, y se asocia hasta en 16% con el
hallazgo de una fractura patoldgica. El hallazgo de masa palpable en la zona del tumor es
constante en hasta dos tercios de los pacientes. Se han descrito parestesias en algunos de
los pacientes, y sintomas constitucionales como fiebre, sintomas inespecificos en caso de
enfermedad avanzada en el 2% de los pacientes.? En cuanto a los sitios de presentacion, el
EICSS reporta el 24.7% localizada en pelvis, 16.4% en fémur, 16.7% por debajo de la
rodilla, 12% parrilla costal, 8% en vertebras y 4.8% humero. De estas localizaciones se
dividen en dos grandes grupos que tienen significado prondstico: aquellos que se localizan
en las extremidades (fémur, tibia, peroné, huesos del pie o de la mano) o también llamado
extra axial y los presentes en el tronco y cabeza/cuello (pelvis, costillas, regiéon toracica,
vértebras, etc) o axiales.! Es una enfermedad que presenta metdstasis al diagnostico en
aproximadamente 25% de los pacientes, siendo pulmoén y otros huesos los sitios mas

frecuentes de metastasis®, sin embargo hasta un 80% de los pacientes presentan metastasis
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microscdpicas, desarrollando posteriormente enfermedad metastdsica macroscopica, lo
que empobrece su pronostico. En la enfermedad localizada gracias a los multiples avances
en el tratamiento ha habido una mejoria en la sobrevida. De manera opuesta los pacientes
con enfermedad diseminada la sobrevida es apenas de 20%. 7 En diferentes estudios, el
volumen tumoral, la edad, la respuesta a la quimioterapia, y los sitios de metastasis son los

factores prondsticos mas reconocidos.

Nomenclatura

La familia de los sarcomas de Ewing (ES) pertenecen al grupo de tumores de células
pequenas redondas y azules, incluye al ES clasico de hueso, ES extraesquelético, tumor de
Askin en pared tordcica y tumor neuroectodemico primitivo periférico (pNET) también
conocido como neuroepitelioma periférico, el cual es altamente agresivo, poco
diferenciado y con una histogénesis desconocida. De acuerdo a estudios genéticos e
inmunoldgicos se ha podido agrupar a estos tumores cono Familia de tumores de Ewing,
ya que hay evidencia que sugiere que todos ellos derivan de una misma stem cell. ® La
Organizaciéon Mundial de la Salud incluye a todos en el término de ES/PNET.> Esta
nomenclatura hace referencia a la alteracién génica en la que se afecta el gen EWS
(cromosoma 22q12), por lo que se dividen en los siguientes subtipos o variedades
histologicas: Ewing clasico (convencional), Ewing atipico, de células grandes, de células
claras, diferenciacion neuroectodérmica, Neuroepitelioma periférico (PNETp)°.

Hoy en dia se considera su origen citogenético en células pluripotenciales procedentes de
la cresta neural, desechando otras posibilidades como son mesénquima, endotelio o
pluripotenciales hematopoyéticas. El origen neural se basa en la capacidad que tienen
estas células para sintetizar acetilcolina transferasa, enzima especial para la sintesis de
acetilcolina junto con la falta de sintesis de precursores adrenérgicos, sittia su origen en
células primordiales parasimpdticas posganglionares, células situadas en condiciones
normales a lo largo del sistema nervioso auténomo, mediados por IGF-1 y su receptor, y
por el polipéptido liberador de gastrina y su receptor.!’ La diferenciacién neural resulta

mucho mas evidente en los sarcomas de Ewing atipicos y en PNET.!



Inmunohistoquimica

El advenimiento del anticuerpo monoclonal CD99, caracteristico del gen MYC 2 del
sarcoma de Ewing , vino a facilitar el diagndstico inmunohistologico de estas neoplasias;
CD99 se expresa en el sarcoma de Ewing y en los PNET por lo cual es til en el diagndstico
de los TNEP. Otros anticuerpos que se detectan en los PNET son la Proteina S-100,
sinaptofisina, vimentina, cromogranina y queratina. Se ha descrito desmina en dos casos

de PNET con rosetas. 12

Se han detectado otro grupo de marcadores entre los que se han descrito los siguientes:
Enolasa neuronal especifica (NSE), HNK-1 (Leu?7) equivalente al CD57, S-100, PGP 9.5,
neurofilamentos, receptores de transferrina y antigenos HLA-C II. La expresion de estos
epitopos neurales serviria para marcar un mayor grado de diferenciacion
neuroectodérmica. Se ha observado una mayor positividad del nimero de marcadores
neurales en aquellos que presentan diferenciacion neuroectodérmica con rosetas tipo
Homer-Wright. 1 Se ha defendido la necesidad de que se expresen dos o tres marcadores
neurales para aceptar el caracter neuroectodérmico del ES, independientemente de su
configuracion morfoldgica (presencia o no de rosetas de Homer-Wright), * y se ha
encontrado relacién entre el grado de diferenciacion neural y la presencia/ausencia de
marcadores, de forma que los pPNET expresan con regularidad 2 o 3 epitopos
neuroectodérmicos, mientras que el ES cldsico puede también hacerlo, aunque es mas
inusual asi como también puede tan solo expresar vimentina. La presencia de marcadores
epiteliales ha sido vista en diversos tipos de ES, tanto en cultivo de tejidos como en
material fresco. Recientemente, se han publicado nuevos datos sobre este tema
descubriéndose positividades hasta de un 20% de casos de células aisladas tipo ES entre la
citoqueratina CAM 5.2 y EAl, EA3. ' Recientemente se han publicado resultados
positivos en el SE frente la 3-1 integrina proteina-kinasa, encontrando positividad del c-kit
y el SCF (stem cell factor) en los ES. Esta proteina esta ligada a la proliferacion celular

previniendo la apoptosis. También se han efectuado estudios inmunohistoquimicos



empleando el producto del gen EWS/FLI-1 para lo cual se ha utilizado el péptido

correspondiente a la region c-terminal del FLI-1.1¢

Factores prondsticos

El estudio de factores prondsticos es importante para ofrecer al paciente un tratamiento
individualizado, esto incluye factores clinicos, radioldgicos asi como a nivel morfoldgico,
genético y de biologia molecular. En la actualidad se conocen algunos factores pronosticos
asociados a la sobrevida, entre los que destacan la localizacion y extension de la
enfermedad, asi como hiperdipliodia, con mas de 50 cromosomas, aneuploidia,
mutaciones en p53, deleciones en INK4, expresion de telomerasa se ha descrito como
marcadores de mal prondstico.”” Con el estudio de estos marcadores se espera encontrar
una expresion comun de la enfermedad para de esta forma encontrar patrones
caracteristicos y con el tiempo encontrar una terapia estratificada segtin el riesgo de estos

pacientes.

En cuanto a las mutaciones en el gen p53 se han detectado en el 8 a 12% de los pacientes
con SE, correlacionandolo con peor pronostico de la enfermedad y mayor riesgo de
muerte, asi como resistencia a la quimioterapia, especialmente en agentes que dafan al
ADN. La respuesta a la quimioterapia se ha relacionado ala expresion de Ki 67 y al tamano
del tumor. ' Las alteraciones en la proliferacion celular, que surgen de la pérdida de
control del ciclo celular, pueden ser estudiadas y cuantificadas determinando la expresién
nuclear de proteina Ki-67 mediante técnicas de inmunohistoquimica. La expresion de Ki-
67 se correlaciona bien con el grado y estadio tumoral. Cada vez existen mas estudios
mostrando en el andlisis multivariado que la expresiéon de Ki-67 es un marcador
prondstico independiente de recidiva, como de progresiéon.”” En los tumores de grado bajo
e intermedio (G1-G2) considerados de bajo riesgo, la determinacion de Ki-67 permite
diferenciar grupos de mayor agresividad, que justificaria una terapia mas agresiva. Incluso
en aquellos tumores unicos y bien diferenciados, la expresion de Ki-67 nos indica aquellos

con mayor probabilidad de recaidas en cancer de vejiga, mama, etc.



La expresion de Ki 67 se ha asociado también a recurrencia tumoral y peor pronostico en
pacientes adultos con ES, ya que en estudios realizados, se ha observado que los pacientes
con positividad de Ki 67 presentaron recaida de la enfermedad a 8 meses, contra cinco
anos en pacientes que no mostraron positividad. 2! En otros estudios se han relacionado la
expresion de p53 con alteraciones genéticas que alteran la expresion de ciclinas que
regulan el ciclo celular, sin establecerse una correlacion clara entre estas y la expresion de
Ki 67. 2 2 La expresion de Ki 67 se ha reportado hasta en 57% de los pacientes con ES,
correlacionandolo con una disminucion del 50% de la supervivencia en los pacientes con

positividad para Ki 67.%

El protooncogén del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2 neu)
se localiza en el 17921 y codifica una glucoproteina tirosina-quinasa de transmembrana. La
sobreexpresion del gen HER2 se correlaciona con prondstico adverso en numerosos
carcinomas humanos, como el mamario, el ovarico y el pulmonar. En algunos de estos
tumores, el incremento en la expresion del HER2 se asocié con mayor génesis tumoral y
potenciales metdstasis o con resistencia a la quimioterapia. Respecto de los tumores
musculo esqueléticos, se ha estudiado la expresiéon del HER2 en el momento del
diagnostico en los sarcomas de tejidos blandos, ostoesarcomas (OS) y sarcomas de Ewing
(ES). En el estudio de Scotlandi et al,> estudiaron si la deteccién por inmunohistoquimica
de la proteina HER2 en el momento del diagndstico podia identificar a los pacientes con
alto riesgo, asi como determinar la expresion de glucoproteina p. en este estudio con 113
pacientes, se comprobod la presencia de HER2 en 16% de los casos, sin mostrar
correlaciones significativas con otras variables clinico patoldgicas (sexo, edad, subtipo
histoldgico, localizacion anatdmica, protocolo quimioterapéutico, terapia local, cirugia,
margenes quirurgicos, volumen tumoral al momento del diagndstico, necrosis tumoral
luego de la quimioterapia preoperatoria) en el SE o en el OS, sugiriendo que estos
marcadores son independientes de las caracteristicas clinico patoldgicas de los tumores. En
el estudio de Amir et al,> se realizaron biopsias a 37 pacientes con Sarcoma de Ewing,

realizando estudios de inmunihistoquimica para determinar p53, Ki67 y HER2/neu,



encontrando sobreexpresion de p53 en 43% de los pacientes, Ki67 en 57%. No se encontro
sobreexpresion de HER2. Sin embargo se han reportado estudios en los que se ha
relacionado la expresion de HER2/neu con la regulacion de topoisoimerasa II alfa y su
expresion en el SE, reportando un incremento en la apoptosis y la sensibilidad a drogas
como VP16 y adriamicina.  En enfermedades como el cancer de mama, ovario es blanco
de multiples estudios con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento, ya que se ha

encontrado mejoria en la sobrevida de estos pacientes.?” 2

Diagndstico

La sospecha diagndstica se basa en los hallazgos en la exploracién clinica asi como la
informacién obtenida en la historia clinica. Dentro de los estudios de gabinete, la
radiografia simple de la extremidad continua siendo de gran importancia. En esta
podemos observar una lesion expansiva, permeativa y destructiva, que afecta la diéfisis de
huesos largos, asi como el hallazgo de reaccion periostica multilaminada, también llamada
en hojas de cebolla y el tridngulo de Codman. Estudios como la Tomografia axial
computarizada (TAC) y la Resonancia magnética de la extremidad son ttiles para evaluar
la extension intra y extramedular de la tumoracién y el compromiso de los tejidos blandos
adyacentes, asi como para delimitar la afeccidén intra y extracopartamental. Durante el
seguimiento de los pacientes también es de utilidad para valorar la respuesta a la
quimioterapia. Dentro de los estudios de extension, la TAC de tdérax es principalmente ttil
para valorar enfermedad metastdsica pulmonar y el gamagramma 6seo con Tc99 para

valorar metastasis Oseas.?

En cuanto a la realizaciéon de biopsia, se prefiere la biopsia incisional, ya sea abierta o
cerrada dependiendo de las caracteristicas del paciente y del centro hospitalario, ya que es
un método que se ha reportado con una exactitud de hasta el 95%, mientras que cuando se

realiza por aspiracion con aguja fina, la exactitud es del 90%.3
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Tratamiento

En la llamada era prequimioterapia, el tratamiento estaba restringido inicamente a cirugia
o radioterapia y mas del 90% de los pacientes morian por enfermedad metastdsica. Sin
embargo, los avances en el tratamiento con el inicio de tratamiento multimodal han
logrado una mejora en la sobrevida. El tratamiento con agentes quimioterapicos del
Sarcoma de Ewing, inicio a partir de los afos sesenta, con drogas alquilantes como la
ciclofosfamida en el Hospital de St Jude, posteriormente se agregaron drogas como
mecloroetamina, melfalan, encontrando una mejor respuesta con el uso de ciclofosfamida,
la cual hasta el momento es pilar en el tratamiento de esta enfermedad. Posteriormente se
incluyo en el tratamiento a la actinomicina, un inhibidor de microtibulos, con mejoria en
la respuesta clinica. En la década de los 70’s se reporto la eficacia de las antraciclinas como
la doxorrubicina. Este fue el inicio de la era moderna en el tratamiento, con el
advenimiento de la terapia multimodal, a base de quimioterapia y radioterapia. El
régimen basado en la combinacién de cuatro drogas; vincristina, actinomicina,
ciclofosfamida y doxorrubicina (VACD) logr6 prolongar la sobrevida de estos pacientes a
12 meses.® Actualmente el Intergroup Ewing Sarcoma Study IESS reporta la superioridad
de estas cuatro drogas en comparacién a utilizar tiinicamente tres (VAC) un control de la
enfermedad, reportando una sobrevida libre de enfermedad a 5 afios de 76% contra 54% 2
La gran mayoria de los estudios estdn enfocados en el tratamiento sistémico de la
enfermedad, sin embargo es importante el control local aun en enfermedad diseminada. 3
La quimioterapia neoadyuvante ha mostrado multiples ventajas, entre las que destacan
permitir una evaluacion completa a cada paciente, disminuir el volumen tumoral y
disminuir el riesgo de fracturas patologicas en comparacién al uso de radioterapia sola. Se
reporta una tasa de respuesta al tratamiento alta, hasta en 90%, con tasas de necrosis
excelentes, mejorando el prondstico de los pacientes, en comparacién con los que se ha
reportado mala respuesta al tratamiento.’! El objetivo del tratamiento quirtrgico en
enfermedades malignas es la reseccién completa del tumor, con reseccidon en bloque que

permita margenes quirtrgicos adecuados. La técnica quirurgica dependera tanto de las
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caracteristicas de la lesion como de la infraestructura con la que cuente el centro
hospitalario.

El ES es una enfermedad que usualmente responde de forma adecuada al tratamiento
multimodal con cirugia, quimioterapia y radioterapia, con tasas de curacion hasta del 60%.
El tratamiento con radioterapia ha mostrado una mejora en la sobrevida, en comparacion
con el tratamiento con cirugia y quimioterapia solas. El uso de radioterapia adyuvante es
controversial entre los diferentes grupos de tratamiento, el grupo del Children’s Oncology
Group reserva esta terapia Unicamente a los pacientes que muestran una respuesta
histologica mala, con menos de 10% de necrosis. La dosis total es de 55.8 Gy en fracciones
de 1.8 Gy, dejando margenes de 2 a 4 cm con el fin de evitar complicaciones como
linfedema. 3 Existe ain controversia entre los diferentes grupos de tratamiento acerca de
los lineamientos generales para la radioterapia en nifios. Actualmente la tendencia en
general en la oncologia es la terapia blanco, sin que existan alternativas en esta entidad. Es
imprescindible conocer més a fondo la génesis de las enfermedades para poder tener

avances en el tratamiento.
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JUSTIFICACION

El Sarcoma de Ewing ocupa el segundo lugar en las patologias dseas malignas mas
frecuentes en la edad pedidtrica, con una supervivencia a cinco afos de 74% cuando se
combina la quimioterapia y cirugia. Los pacientes con enfermedad metastasica presentan
tan solo una sobrevida a cinco afos del 10%. Los factores de mal prondstico conocidos son
la localizacion, la extension de la enfermedad (metastdsica o no metastésica), respuesta al
tratamiento con quimioterapia, entre otros factores moleculares que se encuentran ain en
estudio. Se ha observado un curso de la enfermedad es mas agresivo cuando se ha
encontrado la sobreexpresion de p53, positividad para el antigeno de proliferacion celular
Ki 67, asociandose con un peor prondstico. Los reportes del protooncogen HER-2/ neu son
controversiales en esta enfermedad. La mayor parte de los estudios publicados se han
enfocado a la asociacion con las alteraciones cromosomicas, siendo el marcador Ki 67 de
vital importancia en el pronostico de la enfermedad por lo que es necesario contar con

mayor informacion acerca de estas alteraciones.

Se necesita conocer mas ampliamente los factores prondsticos que presentan los nifios con
sarcoma de Ewing que acuden a nuestro hospital, que puedan ser asociados a mayor
sobrevida para poder estratificar mas adecuadamente a estos pacientes y poder brindar un
tratamiento mas apropiado con el fin de para mejorar la sobrevida en este grupo de

pacientes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el tratamiento del Sarcoma de Ewing es en general el mismo para todos los
pacientes, lo cual pudiera ser modificado con base al conocimiento de factores pronosticos
tanto clinicos como moleculares, tales como localizacién, enfermedad metastasica al
diagnostico, asi como la expresion de antigenos de proliferacion como el Ki 67, el antigeno
p53 y el antigeno HER-2, justificando asi un tratamiento diferente, e incluso mas agresivo
en este grupo de pacientes lo cual contribuiria a incrementar la sobrevida en este grupo de

pacientes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cuales son los factores prondsticos, clinicos y moleculares, asociados a la sobrevida en

los pacientes con Sarcoma de Ewing?

HIPOTESIS

1. La enfermedad metastasica es un factor de mal prondstico en los pacientes con
Sarcoma de Ewing, con una sobrevida 50% menor comparada con los que no
tienen enfermedad metastasica

2. Laslocalizaciones extra axiales del sarcoma de Ewing disminuyen hasta en un 50%
la sobrevida de los pacientes.

3. La expresion del antigeno Ki 67, el antigeno p53 y HER-2 disminuird en un 50% la

sobrevida de los pacientes con Sarcoma de Ewing.
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OBJETIVOS
General

Determinar cudles son los factores clinicos y moleculares que influyen en la respuesta al

tratamiento y sobrevida en pacientes con Sarcoma de Ewing.
Especificos

1. Encontrar la asociacion entre la extension de la enfermedad (metastasica y no
metastdsica), con la respuesta al tratamiento y la sobrevida de los pacientes con
Sarcoma de Ewing.

2. Definir la asociacion entre la localizacion de la enfermedad (axial y extra axial), la
respuesta al tratamiento y la sobrevida de los pacientes con Sarcoma de Ewing

3. Establecer la asociacion entre la expresion del antigeno Ki 67, el antigeno p53 y el
antigeno HER-2 con la respuesta al tratamiento y la sobrevida de los pacientes con

Sarcoma de Ewing

MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion. Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI. Servicio de

Oncologia, laboratorio de investigacion.
Tipo de estudio.

Por namero de mediciones: longitudinal
Por niimero de grupos: descriptivo

Por tener una maniobra: observacional
Temporalidad: retrospectivo.

Periodo y poblacién de estudio. Se incluyeron a todos los pacientes con Sarcoma de Ewing

en el periodo comprendido entre el 1° de Enero del 2000 al 1° de Enero de 2010.
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Criterios de inclusién

1. Pacientes de primera vez, cualquier género (hombre o mujer) con el diagndstico de
Sarcoma de Ewing diagnosticado en el servicio de Patologia del Hospital del
Centro Médico Nacional SXXIL

2. Pacientes que contaban con expediente completo que permita la adecuada
recoleccion de datos.

3. Pacientes que tuvieron bloque de parafina del tumor en estudio para realizar el

estudio inmunohistoquimico para Ki 67, p53 y HER-2.

Criterios de exclusiéon

1. Pacientes que no tuvieron expediente completo para la adecuada recoleccién de

datos

VARIABLES
Variables universales. Edad, sexo.

Variables independientes. Localizacién y extension de la tumoracidon (metastdsica y no
metastdsica). Expresion de Ki 67, expresion de p53 y expresion de HER-2 en las muestras

obtenidas.

Variables dependientes. Respuesta al tratamiento y sobrevida.
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Tabla de variables

Definicién conceptual, operativa y escala de medicién

de las variables de estudio

Variable Definicion Definicion Evaluacion Escala de
conceptual operacional medicion

Edad Espacio de afios que  Edad en afios en el Afos Cuantitativa
han corrido entre el momento de la cumplidos. continua
nacimiento y el atencién
momento actual.

Sexo Condicién organica, A partir de la Femenino Cualitativa
masculina o exploracion fisica las Masculino nominal
femenina, de los caracteristicas
animales y las fenotipicas
plantas.

Caracteristicas
sexuales fenotipicas.

Localizacion Region anatomica Se clasifica en cuatro  Axial Cualitativa

de la afectada por la a la localizacion con el  Extra axial nominal

enfermedad enfermedad eje medio

Extensiébn de  Extension anatémica  Si hay metastasis a Metastasis Cualitativa

la de la enfermedad. distancia pulmonares, nominal

enfermedad oseas, SNC

Expresion de  Ki 67 se consideraun Expresién de Ki 67 Se expresa o no Cualitativa

Ki 67 marcador de posterior a estudios de  se expresa. nominal
proliferacion celular inmunohistoquimica

Expresion de  p53 es una proteina Expresion de p53 Se expresa o no  Cualitativa

p53 nuclear que controla posterior a estudios de  se expresa. nominal
la transcripcién inmunohistoquimica
genética y regula el
ciclo celular

Expresion de  EIHER-2 se Expresion de HER-2 Se expresa o no Cualitativa

HER-2 relaciona con la posterior a estudios de  se expresa. nominal
expresion del factor inmunohistoquimica
de crecimiento
epitelial

Respuesta al Respuesta favorable  Respuesta favorable o  Se tomara en Nominal

tratamiento en la evolucién clinica desfavorable. base a la
del tumor posterior al sobrevida. Vivo
inicio de 0 muerto
gquimioterapia

Sobrevida Proporcién de Tiempo libre de Meses de vida Cuantitativa
personas vivas a un enfermedad posterior posterior al continua
tiempo especificado. al inicio del inicio del

tratamiento.

tratamiento.

Tamafo de la muestra. El tipo de muestreo fue no aleatorio y el tamafo de muestra se

decidié por conveniencia ya que se incluyeron todos los pacientes con diagndstico de

Sarcoma de Ewing en el periodo de tiempo especificado para la realizacion de este

estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd epidemiologia descriptiva para caracterizar la muestra, frecuencias simples,
prueba Chi cuadrada, para comparar el porcentaje de respuesta tumoral, y calculo de
sobrevida de acuerdo al método actuarial, asi como la prueba de Long Rank para

determinar diferencias entre ambas curvas. Los datos fueron analizados con el paquete

SPSS 19.0.
FACTIBILIDAD
Contamos con los recursos materiales y humanos para la realizacion de este estudio.

e DPara cada paciente del estudio, expediente clinico completo y bloque de parafina.
e Meédico subespecialista en Oncologia Pediatrica.
e Meédico Oncdlogo Pediatra tutor del estudio.

e Laboratorio de investigacion para realizar inmunohistoquimica
ASPECTOS FINANCIEROS

No se requirieron para la recoleccion de datos y se cuenta con el laboratorio de

investigacion para la realizacion de estudios de inmunohistoquimica.
ASPECTOS ETICOS

De acuerdo a la ley General de Salud, este protocolo de estudio no tiene implicaciones
éticas ya que no pone en riesgo de ninguna forma al paciente, se considera de riesgo
minimo al ser realizado sobre bloques de parafina, por lo que no requiere consentimiento

informado.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.
Se recolectaron datos del expediente clinico y se solicitaron los bloques de parafina en el
servicio de Patologia de la UMAE Pediatria para estudio inmunohistoquimico para cada

uno de los antigenos a estudiar. Desafortunadamente no pudieron realizarse los estudios
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de inmunohistoquimica ya que los bloques de parafina fueron sustraidos del Servicio de

patologia del Hospital. La técnica de inmunohistoquimica se describe en el anexo 1.

19



RESULTADOS

Se obtuvo una muestra inicial de 46 pacientes, de los cuales se analizaron 34 pacientes, ya
que no fue posible recolectar los datos por falta de informacion en el archivo clinico.

Cabe mencionar que por eventualidades que escapan de las manos del investigador, no
fue posible realizar inmunohistoquimica en el estudio, tal como se habia planteado al
inicio de este. El motivo de tal eventualidad es secundario a que fue sustraido por personal
del servicio de patologia el material necesario, es decir, bloques de parafina, por lo que
unicamente nos referiremos a factores clinicos durante la descripcion de los resultados y el
analisis de los mismos.

De los 34 pacientes estudiados, 61.8% fueron hombres (n=21) y 38.2% mujeres (n=13), la
relacion hombre mujer fue 1:1.6, con una media de edad de 11 anos (3-17 afos). Del total
de pacientes, el 23.5% estan vivos (n=8) y el 76.5% (n=26) muertos. Las causas de muerte
fueron las siguientes: 16 pacientes por progresion de la enfermedad, 9 pacientes por
infecciones graves y sus complicaciones y en un caso por nefrotoxicidad. Las
caracteristicas de la poblacion se muestran en la tabla 1. La localizacion de enfermedad
primaria se muestra en el grafico 1.

En cuanto a la extension de la enfermedad, el 82% presentd enfermedad metastasica al
diagnostico, y 17.6% enfermedad localizada. Los sitios de metastasis fueron: pulmon 67%
(n=23), sistema nervioso central (SNC) 17.6% (n=6) y hueso en 8.8% (n=3). Cabe aclarar que
algunos pacientes presentaron metastasis mas de un sitio, es decir pulmones y SNC en tres
de los casos. El esquema de quimioterapia de primera linea para todos los pacientes
incluyd vincristina, actinomicina, ciclososfamida, adriamicina y/o epirrubicina a dosis
establecidas en esquemas internacionales. En caso de enfermedad progresiva o recaida, se
cambi¢ a algin esquema alterno. En 17 de los pacientes a esquema VIP: VP16, ifosfamida y
cisplatino, en un paciente esquema ICE: Ifosfamida, carboplatino y etoposido y dos

pacientes recibieron esquema con ciclofosfamida y VP 16.

20



Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

n % Rango

Sexo Mujeres 13 38.2

Hombres 21 61-8
Edad (afios) Mediana: 1.4-16

11 afios
Vivos 8 235
Muertos 26 76.5
Localizacion
Axial 11 323
Extra axial 23 67.6
Enfermedad metastasica 28 82
Pulmén 23 67.6
Sistema nervioso central 6 17.6
Hueso 3 8.8
Complicaciones
Nefrotoxicidad 12 353
Mielosupresion 32 94.1
Infecciones 25 714
Recibieron radioterapia 33 94.3
Se realizé cirugia 30 88.2
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Las principales complicaciones que se presentaron durante el tratamiento fueron
mielosupresion 94%, nefrotoxicidad en un 35.3%, infecciones en 73.5%, lo que explica la
alta mortalidad reportada en el estudio. E1 97% de los pacientes recibi6 radioterapia al sitio
primario, a dosis estandar (45-55.8Gy), y en el 88.2% se realiz cirugia, de la cual el 55.9%
fue radical (amputacion de la extremidad) y 29.4% cirugia de preservacion. En los
pacientes que no se realizo cirugia fue secundario a la inaccesibilidad del sitio primario o
que murieron antes de realizar la cirugia. El tiempo promedio entre el diagndstico y la

realizacion de la cirugia fue de 9 meses.

craneo_ Localizacion del tumor primario
3% RADIO
3%
MANDIBULA
9%
ILIACO
9%
CLAVICULA
39—
PARRILLA!
COSTAL
6% oRrTEIO
3%
PERONE
12%

Gréfica 1

Al realizar el analisis inferencial se observd que de los 26 pacientes con metastasis
pulmonares al diagndstico murieron 21, con una p= 0.007, RR 12.6 (IC 95% 1,93-82.087).
Las metastasis a SNC y a otros huesos se reportaron con una p de 0.434 y 0.171
respectivamente. En cuanto a la localizacién, no se encontrd significancia por sitio
especifico, y al realizarla en relaciéon al eje medio (axial, extra axial) se reporté una
p= 0.817. En este sentido, cabe mencionar que al realizar el analisis por sitio especifico,
Unicamente los pacientes con afecciéon a fémur, peroné y parrilla costal mostraron una

respuesta adecuada al tratamiento, ya que el resto de los pacientes ha fallecido (grafica 2).
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Gréfica 2. Sobrevida por sitio especifico

ninguna mostrd una p menor a 0.05.
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De las complicaciones reportadas, es decir nefrotoxicidad, mielosupresion e infecciones,

La falla al tratamiento inicial, ya sea por enfermedad progresiva o por recaida, con cambio
a alguno de los esquemas alternos mostré una p de 0.007, RR 4.310 (IC 95% 0.74-25.031). Se

reporto la radioterapia con p=0.235. Se muestran los resultados anteriores en la tabla 2.

El esquema de tratamiento alterno con VIP se utilizé en 17 pacientes, de los cuales
tuvieron buena respuesta tinicamente 4 de ellos después de 8 ciclos de tratamiento en
promedio. El 76% es decir, 13 pacientes, no respondi6 al tratamiento después de 6 meses
con una mortalidad del 100% en este grupo. Se utiliz6 solo en un caso esquema con
esquema ICE como segunda linea de tratamiento, con una mortalidad de 100%. Dos de los
pacientes recibieron esquema con Ciclofosfamida/VP16, después de tratamiento inicial con

VACE y dos ciclos de VIP, la mortalidad en este grupo fue del 50%.



Tabla 2. Asociacion de las variables con la sobrevida

p RR IC 95%
Metastasis pulmonares 0.007 12.6 1,93-82.087
Localizacion 0.817 1.4 21.15-31.31
Falla al tratamiento 0.017 431 0.74-25.031

La sobrevida global fue de 20.9% a 78 meses, con una media de 30.23 meses (IC95% 21.1-

39.3) correspondiente al grafico 3.
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Grafico 3. Sobrevida global a 78 meses
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La curva de sobrevida (grafico 4) muestra la diferencia entre el grupo de pacientes con
metastasis pulmonares al diagndstico y los que no la tuvieron, de 8.7% y 42.4% a 78 meses
respectivamente. La prueba estadistica de Long Rank Test mostré una significancia

estadistica de 0.012.
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Grafica 4. Sobrevida de acuerdo a metdstasis en pulmoén al diagndstico

Realizamos la curva de sobrevida entre el grupo de pacientes con metdstasis a SNC al
diagnostico y los que no la tuvieron, reportandose en 25.4% a 78 meses en el grupo con
metdstasis y de cero a 21 meses en los que si las tuvieron, la prueba estadistica Long Rank

Test reportd una p=0.048, se muestra en la grafica 5.
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Grafica 5. Sobrevida de acuerdo a metdstasis a SNC al diagnostico.

El andlisis de sobrevida por complicaciones en el tratamiento no mostrd diferencias
significativas. Al comparar falla en el tratamiento, se reporté una sobrevida de 80% a 78
meses en el grupo que no mostro falla en el tratamiento inicial y de 8.3% a 60 meses en el

grupo con falla al tratamiento (p=0.017). Gréfica 6.
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Gréfica 6. Sobrevida de acuerdo a si tuvo falla al tratamiento.

El andlisis de regresion logistica reportd significancia estadistica en el grupo de pacientes
con metdstasis a pulmén (p=0.001) y cuando se presenta falla al tratamiento inicial

(p=0.001).
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DISCUSION

El Sarcoma de Ewing es una enfermedad de baja frecuencia en la edad pediatrica, pero con
una mortalidad muy elevada, la cual se ha reportado en la literatura desde 80% hasta un
20%, dependiendo de la extension de la enfermedad, caracteristicas clinicas y moleculares
en las diferentes series consultadas. #1%!° En cuanto a las caracteristicas de los pacientes, la
literatura mundial refiere una mayor incidencia de presentacion en la tercer década de la
vida, mientras que en nuestra serie se presento en la segunda, a los 11 afios. En cuanto a la
relacién hombre mujer los hallazgos concuerdan con lo reportado en la literatura, de 1:1.2.3
La localizacion extra axial represento el 67.6%, contrastando con los reportes de que la
localizacion mas frecuente es en esqueleto axial, en particular en los huesos de la pelvis.
En nuestro estudio los sitios mas frecuentes de presentacion fueron humero, fémur y
peroné. Cabe aclarar que por las caracteristicas de los pacientes al diagnostico, se
incluyeron tnicamente a los que tenian afeccion a hueso, ya que en algunos pacientes la
afeccion abarcaba mas alla de los huesos de la pelvis, motivo por el que fueron excluidos
en este estudio por la dificultad de determinar el origen de la lesion primaria. No se pudo
establecer una diferencia significativa en la sobrevida, sin embargo cabe mencionar que al
realizar el andlisis por sitio especifico, inicamente los pacientes con afecciéon a fémur,
peroné y parrilla costal tuvieron una respuesta adecuada al tratamiento, ya que el resto de
los pacientes ha fallecido, mostrando una mortalidad de 100% en los pacientes con
afeccidn al esqueleto axial, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, en la que se
reporta un peor pronostico en los pacientes con afeccion al esqueleto axial, con un RR 1.3

(p<0.03) para desarrollar enfermedad metastdsica en este grupo de pacientes. !

La enfermedad metastdsica al diagndstico es un factor de mal prondstico ampliamente
descrito en la literatura, que se ha relacionado con mayor riesgo de morir (p=0.001)31. Las
metastasis a pulmon y hueso se han relacionado fuertemente con el prondstico en grandes
series reportadas, como la del European Intergroup Cooperative Ewing's Sarcoma Study
Group. En esta serie se analizaron 975 casos de pacientes con Sarcoma de Ewing, de los

cuales solo el 18.4% tenian enfermedad metdastasica al diagnostico, lo cual contrasta
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fuertemente con el andlisis realizado en nuestros pacientes, donde los pacientes con
enfermedad metastdsica representan el 82%. Llama la atencion que en esta serie que no se
reporta ningin caso con metastasis a SNC, que en nuestro estudio, constituy¢ el 17.6%, y
en los pacientes con enfermedad metastasica a hueso no se reporté metastasis en pulmon,
lo cual pudiera estar relacionado tanto al estadio avanzado al momento del diagnostico o
con algunos otros factores citogenéticos y biomoleculares ain desconocidos en nuestro

medio.

Las metdastasis en SNC se reportan como un sitio raro de metdstasis en la literatura en
general. La experiencia reportada por el grupo de investigacion del Hospital de St. Jude en
un periodo de 36 afios, reportd que de un total de 335 pacientes con Sarcoma de Ewing,
unicamente el 3.3% (n=11) presentaron metastasis a SNC. En este estudio se reporta una
sobrevida de 2.7 meses posterior al diagnostico de metdstasis a SNC, con una sobrevida
estimada a un afo de 23.5%. Concluyen que aunque las metastasis a SNC son raras,
confieren un pronostico muy pobre y que el tratamiento combinado es la mejor opcion
para este grupo de pacientes.®® En el estudio de Paulino et al,* se realiza una revisiéon de
pacientes con Sarcoma de Ewing metastdsico, en el que se incluyeron 30 pacientes,
reportando sitios muy poco comunes de metastasis: SNC, higado y bazo, encontrando un
prondstico auin peor en este grupo de pacientes, con una p<0.0001 al realizar un analisis de
regresion logistica, sugiriendo un tratamiento mas agresivo para estos pacientes, que

incluya quimioterapia y radioterapia.

En general los tumores sélidos tienen una baja frecuencia de metastasis a nivel de SNC.
Kebudi et al, realizaron un estudio en el que se incluyeron 1100 pacientes con tumores
extracraneales solidos de los cuales tinicamente 16 presentaron metdstasis en SNC. 12 de
ellos fueron sarcomas: 5 osteosarcomas, 4 Sarcoma de Ewing, un rabdomiosarcoma, un
sarcoma alveolar y un caso de tumor de células claras. El resto fueron dos pacientes con
Tumor de Wilms y dos con tumores de células germinales. El 25% de los pacientes

tuvieron metdstasis en SNC al momento del diagnodstico mientras el 75% restante lo
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desarrollo durante el tratamiento o como recaida, en promedio 16 meses posterior al

diagnostico. Los pacientes murieron en promedio 2 meses posteriores al diagndstico.*

En nuestro estudio la presencia de metastasis en SNC es por mucho, mayor a la reportada
en la literatura internacional, lo cual se correlaciona de forma estrecha con la mortalidad
tan elevada en nuestro estudio, dejando claro que es pertinente realizar mas estudios para
establecer si esta relacion es secundaria a alguin factor intrinseco de nuestra poblacion o si

tiene relacion con el momento tan tardio del diagndstico en nuestro medio.

En cuanto a la tercera hipdtesis, es una gran lastima no haber realizado el trabajo con
inmunohistoquimica, como inicialmente fue planteado para buscar marcadores
moleculares que pudieran orientarnos en las diferencias que presenta nuestra poblacion
con lo reportado en la literatura mundial, que actualmente es la tendencia en general.* Es
necesario hacer estudios tanto de citogenética como de marcadores moleculares que

puedan orientar al tratamiento especifico de cada paciente.

Respecto al tratamiento, los esquemas de quimioterapia utilizados en nuestro Hospital se
apegan a los utilizados mundialmente, donde las drogas de primera linea son vincristina,
actinomicina, adriamicina y ciclofosfamida, asi como ifosfamida para pacientes en recaida.
En nuestra serie se encontr6 que los pacientes que ameritaron cambio en el esquema,
secundario a recaida o progresion tuvieron un mayor riesgo de morir, con un OR 4.3
(IC95% 0.74-25.031) y una mortalidad del 100%. Cotterill et al,! reportan una p=0.001 para
los pacientes en recaida y el riesgo de morir cuando se ha cambiado a un esquema alterno
de tratamiento. Como ya se menciond, la mejoria en la sobrevida en general, a pesar de los
avances obtenidos en los esquemas de quimioterapia desde la década de los setentas es
muy pobre, incrementando la sobrevida apenas en un 22%.% En la actualidad, la tendencia
en general es la utilizacion de esquemas de quimioterapia mas intensos desde el inicio del
tratamiento, con radiacion total hiperfraccionada y quimioterapia mieloablativa, asi como
utilizar la llamada terapia blanco, como el Imatinib en otras entidades, con el fin de lograr
la mayor reduccion de carga tumoral desde las fases iniciales del tratamiento, ya que esta

bien demostrada la relacion de mayor riesgo de recaida o falla al tratamiento en aquellos
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pacientes con mala respuesta a esquemas de quimioterapia iniciales > 7 En los protocolos
en los que se utiliza quimioterapia mas intensa, llamada “megaterapia” esta descrito el
uso concomitante de trasplante alogénico o autologo de medula 6sea, a pesar de lo cual la
sobrevida no ha mostrado una mejoria sustancial, ya que atin con la implementacion de
“megaterapia”, la mortalidad continua siendo del 50%, ya sea por recaida de la
enfermedad o por toxicidad secundaria a la quimioterapia.”’ Sin embargo, al utilizar
tratamientos enérgicos, las complicaciones tales como infecciones, mielosupresion y por lo
tanto una mortalidad elevada, son muy frecuentes, alcanzando un 90% en nuestra serie, lo

cual esta en relacion a la elevada mortalidad reportada.

En términos del tratamiento locorregional, se reporta que la cirugia ofrece mayores tasas
de curaciéon y menor tasa de recaida comparada con la radioterapia (RT) y el uso
combinado de ambas modalidades. Dunsts et al* realizaron un estudio donde compararon
la frecuencia de recidiva y la sobrevida de los pacientes quienes recibieron RT o cirugia
contra los pacientes que recibieron ambas modalidades de tratamiento. El 63% recibieron
ambas modalidades de tratamiento de los cuales 5% presentaron recaida local. Llegando a
la conclusion que el tratamiento combinado tal vez pueda mejorar la sobrevida en estos
pacientes. En nuestro estudio no encontramos relacion entre la terapia locorregional y el

riesgo de morir.

Una de las principales limitantes de este estudio radica en la perdida de pacientes, ya que
de los 46 pacientes inicamente se cuenta con datos completos de 34, sin embargo, a pesar
de no haber sido incluidos en el andlisis, localizamos a 8 de los pacientes no incluidos, y 5

de ellos estan vivos.
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CONCLUSIONES

1. Existe una diferencia en la supervivencia de los pacientes con Sarcoma de Ewing
cuando estd localizado, y cuando hay metastasis al diagndstico, siendo las
metastasis pulmonares y a SNC de peor prondstico en estos pacientes.

2. No encontramos diferencias significativas en cuanto al uso de tratamiento
locorregional, ya sea cirugia, radical o de preservacion, y/o radioterapia con el
pronodstico de la enfermedad.

3. Se necesita realizar estudios citogenéticos y de biomarcadores para poder
establecer el comportamiento bioldgico de la enfermedad y con esto poder brindar
un tratamiento mas adecuado a cada tipo de pacientes.

4. La deteccion oportuna de la enfermedad permitiria una mejora en la sobrevida, ya
que el hallazgo de enfermedad metastasica al diagnostico se relaciond de forma
significativa con la sobrevida en los pacientes con Sarcoma de Ewing, por lo cual es
pertinente hacer énfasis en medidas encaminadas al diagndstico oportuno.

5. El pronostico de la enfermedad contintia siendo sombrio, a pesar de los avances en
el tratamiento que se han realizado a lo largo de los afios, desde la llamada era
prequimioterapia hasta los inicios de la terapia local combinada con la
quimioterapia, por lo que ampliar en el conocimiento de la patogénesis de la
enfermedad pudiera dar luz en la busqueda de terapia blanco en este grupo de

pacientes con el fin de mejorar la sobrevida.
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ANEXOS.

ANEXO 1. Técnica de inmunohistoquimica

Se describe a continuacion la técnica de inmunohistoquimica.

1.

Desparafinar. Se coloca el bloque en la parrilla a 60°C por 30 minutos, se deja
reposar en Xileno durante cinco minutos para retirar el exceso de parafina, se
realzan posteriormente diez lavados con xileno, diez con alcohol absoluto, diez con
alcohol al 70%, diez con alcohol al 50% y se escurren. Posteriormente se dejan en
agua bidestilada durante un minuto para mantener humedo. Finalmente
permanece en TBS hasta por un dia.

Recuperacion. Se enjuaga en agua bidestilada por diez lavados y se escurre. Se
sumerge en DIVA y con un vaso se pasa a la olla de 500ml con agua de garrafon y
destilada hasta que la alarma complete el tiempo necesario. En ese momento la
solucién tendra aspecto lechoso y se deberd sacar la olla junto con el recipiente
para esperar que se temple con la temperatura ambiente en un aproximado de 20
minutos. Se escurre y sumerge en agua bidestilada, se realizan diez lavados mas y
se escurre. Finalmente pasa a TBS

Inmunohistoquimica. Del TBS se pasan a la IQ Kinetic (estufa) secando una por
una. Deben estar en el primer cubo para mantener las laminillas hiimedas. Se retira
el exceso de agua con una gasa y se usa el pap pen, se colocan una a una en el IQ
Kinetic para humectar con TBS. Se escurre.

Se aplica background sniper dropper bottle de una a tres gotas a 25°C, se lava y se
enjuaga. Se aplican de una a tres gotas del anticuerpo primario por 30 a 60 minutos
a 25°C y se enjuaga. Se aplica Match 1 Probe Dropper Bottle, Match 1 Universal
HRP- Polymer Bottle y se retira de la estufa. Se aplica el revelador (DAB) 100
microlitros por laminilla de tres a cinco minutos y se enjuaga con agua bidestilada
y se deja caer en un recipiente con cloro. Se carga la rejilla con las laminillas y se
sumergen en hematoxilina por cinco minutos, se enjuaga con agua corriente.

Finalmente regresa al tren para diez ciclos de lavado y escurrido con agua
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bidestilada, alcohol al 50%, alcohol al 70%, alcohol absoluto y xileno,

respectivamente.

Montaje. En cada laminilla se aplicara a la orilla una gota de Eco Mount para pegar

el cubreobjetos y se deja secar al interperie.
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ANEXO 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE DEL PACIENTE:

SEXO: O Femenino

EDAD AL DIAGNOSTICO:

O Masculino

ANOS

DIAGNOSTICO DEL PACIENTE

FECHA DEL DIAGNOSTICO |

dd mmm aaaa
FECHA DE ULTIMA CITA N Y Y Y I O O
dd mmm aaaa
FECHA DE DEFUNCION Y I Y I T I A I
dd mmm aaaa
FECHA DE RECAIDA A I Y I T O A I
dd mmm aaaa

LOCALIZACION DEL TUMOR

EXTENSION DE LA ENFERMEDAD
METASTASICA |_|

SITIO

NO METASTASICA |_|

EXPRESION DE:
Ki 67

p 53

HER-2
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TRATAMIENTO UTILIZADO (ESQUEMAS DE QUIMIOTERAPIA)

RADIOTERAPIA (DOSIS)

CIRUGIA (TIPO)

TAC DE TORAX AL DIAGNOSTICO

COMPLICACIONES DEL TRATAMIENTO

NEFROTOXICIDAD

MIELOSUPRESION

INFECCIONES
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