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RESUMEN

TITULO: Deteccion de la B-catenina por inmunohistoquimica en tumor de wilms como factor
de mal prondéstico

INTRODUCCION EI tumor de Wilms (TW) es el tumor renal mas frecuente en nifios ocupando
el 6% de todos los canceres infantiles. En nuestro hospital la sobrevida global es de 89% y la
Sobrevida Libre de Enfermedad (SLE) 75% a 5 afios a pesar de las mejoras en el tratamiento
hay un 20% de pacientes que recaen. Actualmente la sobrevida esta asociada a factores
genéticos, como es la [B-catenina, que repercuten en la respuesta al tratamiento,
quimorresistencia y recaidas, por lo cual el detectar estas alteraciones permitira ajustar el
tratamiento.

JUSTIFICACION Debido que la sobrevida de los pacientes con TW sigue siendo malo en el
20% de los casos, se ha decidido estudiar alteraciones en la via de la B-catenina que pudiera
estar relacionado con quimioresistencia. Determinar si esta via esta alterada permitiria ajustar
el tratamiento de acuerdo al prondstico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION ¢ La deteccion de f—catenina es un factor relacionado con
mal prondéstico para recaida en los pacientes con tumor de WILMS?

OBJETVOS Determinar si la correlacion de B-catenina en el nulcleo se relaciona con la
recaida en pacientes con tumor de WILMS

HIPOTESIS Los pacientes con tumor de WILMS gue expresan  -catenina nuclear recaen un
30% mas en comparacion con quienes no la expresan

MATERIAL Y METODOS Cohorte histérica, retrospectiva, longitudinal y analitica. Se revisaran
los expedientes de los pacientes a quienes se realice el diagnostico de TW en el periodo del
primero de enero del 2009 a enero del 2015, se realizara corte de bloques de parafina y con
ello lainmunohistoquimica para la determinacién de la B-catenina y posteriormente se realizara
la asociacién de recaida con aquellos que tengan positivo para B-catenina.

RESULTADOS La poblacién inicial de pacientes fue de 68 pacientes, de los cuales
Unicamente 23 cumplieron con todos los criterios de inclusion, siendo del sexo masculino 11
(47.8%) y femenino 12 (52.2%). Con una mediana para la edad de 2 afios 9 mesesAl realizar
la tincidn por inmunohistoquimica encontramos la expresion de la Beta- catenina en 19
pacientes (82.6%), y 4 (17.3%) pacientes sin expresion. Con 8 (34.8%) casos con expresion
leve, moderada en 6 (26%) y severa 5 (21.7%) casos. El 100% de los casos de histologia
epitelial y en el 84.6% de los blastemales se conto con expresion de la beta catenina. Con
relacion a la presencia de progresién tumoral esta se presentd en 2 pacientes (8.6%)
asociandose en un caso con expresién moderada de beta catenina y en el otro caso fue
negativa. Del total de la muestra 4 (23.5%) pacientes, presentaron recaida todos asociandose
a expresiéon de beta-catenina.. Considerando el estado de salud actual de estos pacientes
tenemos que 2 se lograron remisién y se mantienen en vigilancia actualmente mientras que 2
fallecieron. Asi mismo los Unicos dos casos con anaplasia se asociaron con positividad para
la B-catenina y dos de las tres defunciones documentadas en el estudio también fueron en
pacientes positivos.

CONCLUSIONES El tipo epitelial se asocia a presencia de expresion de B-catenina, en el
100% de los casos mostraron expresién. Se necesitan muestras mayores para poder valorar
la expresion de B-catenina como predictor de recaida, defuncidén y su relacion con los
tumores que expresan anaplasia

PALABRAS CLAVES B-catenina, tumor de Wilms, Histologia, anaplasia, pronostico.
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ANTECEDENTES

El tumor de WILMS (TW) es el tumor renal mas frecuente en la edad pediatrica;
ocupa el 6% de todos lo canceres infantiles, con incidencia de 7 casos por millén en
nifios menores de 15 afios de edad (1). Es un poco mas frecuente en nifios en
comparacion con las nifias con una proporcion entre 0.8/1(2). En México no se
dispone de la frecuencia clara, sin embargo en estudios del Dr. Fajardo y
colaboradores se reporta una frecuencia de 7.6 casos por millon de menores de 15

afos en pacientes atendidos en el IMSS (2).

Es uno de los tumores que mas frecuentemente se asocian a alteraciones genéticas
(8.1%); siendo las patologias mas comunes asociadas el sindrome de WAGR
(predisposicion a desarrollar TW, aniridia, trastornos genitourinarios y retraso

mental), el sindrome de Beckwith - Wiedemann y el sindrome de Denys - Drash (3).

El TW estd compuesto de 3 elementos primordialmente: blastemal, epitelial y
estromal, siendo el clasico patrén trifasico el que incluye los tres tipos histolégicos
con predominio siempre de algunos de ellos encontrando que en aquellos con
predominio blastemal se caracteriza por tener mayor invasividad en estadios
avanzados pero ser muy quimiosensible, a diferencia de la epitelial que se relaciona
con quimiorresistencia en estadios tempranos y la ultima la de tipo mesenquimal.
Una pequeia porcion aproximadamente el 5% de los TW presenta anaplasia,
caracterizado por células con marcada atipia nuclear, siendo esto un marcador
importante en la quimioresistencia pero no aumentando la agresividad ni la
diseminacién, esto es lo que hace distinto a aquellos tumores con cambios
anaplasicos focales (las células atipicas estan confinadas en uno solo o en escasos
focos localizados en el interior del area tumoral) a los difusos ( diseminada y se
detecta en mas del 10% de 400 campos examinados con el microscopio), distincion
que ha demostrado un pronéstico significativo. La presencia de atipia nuclear,
anaplasia focal / difusa y elementos sarcomatosos indican una histologia
desfavorable y se observa en aproximadamente el 8 % de todos los TW,
! !
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asociandose con casi la mitad de las muertes por esta enfermedad. En relacion a la
anaplasia se considera un marcador de la resistencia a la quimioterapia. Sin
embargo el estadio del tumor al diagnéstico, la presencia o no de atipias Yy la edad
del paciente son los factores determinantes prondsticos mas importantes que

influyen en la seleccidn del tratamiento y los resultados oncolégicos.(4)

Otro de los factores prondsticos importantes, es el estadio de la enfermedad los
cuales de acuerdo al National Wilm’s Study Group Staging System se dividen en 5:
Estadio I Tumor confinado al riidn completamente resecado, sin penetracion a la
capsula renal y sin envolver a los vasos del seno renal. Estadio Il Tumor extenso
mas alla del rifildn pero que es completamente resecable (con margenes y ganglios
linfaticos negativos), o unos de los siguientes haya ocurrido: penetracion a la
capsula renal, invasion a los vasos del seno renal, o toma de biopsia con derrame
local del tumor. Estadio IIl Tumor residual macro o microscopico postoperatorio
incluyendo un tumor inoperable, con margenes positivos, derrame del tumor pre o
postoperatorio, metastasis a ganglios linfaticos regionales, trombo tumoral
transeccionado. Estadio IV metastasis hematdgenas o a ganglios linfaticos fuera

del abdomen (pulmén, higado, hueso y SNC). Estadio V: tumor renal bilateral (5).

Como antecedente en el Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI, en 1996 el Dr. Lopez
Aguilar y colaboradores analizaron una serie de 39 pacientes con TW en los cuales
se encontré que la sobrevida global a 5 afios para los estadios | y Il fue del 100%,
para el estadio Il fue del 86% y para el IV 72%. Encontrando que aquellos con
histologia favorable tuvieron una sobrevida del 89%, mientras que aquellos con
histologia desfavorable fue del 100%. (6) Como se observa los factores prondésticos
para este tipo de tumor actualmente siguen siendo la histologia y el estadio al

momento del diagndstico (7).

También se ha reportado que el estadio de la enfermedad influye en el riesgo de
recurrencia, ya que los nifios en estadios I, IV y V esta es de 16.2%, 15%, y 37.9%

respectivamente, encontrando que los nifilos en estadio Il tienen un riesgo de
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recurrencia local 4 veces mayor si existe derramamiento del tumor durante el

transoperatorio (7).

Con los avances en la microscopia electronica y la inmunohistoquimica se han
realizado estudios donde se han demostrado nuevas vias involucradas en el
prondéstico del tumor de WILMS, como son el P53, alteracion de la via de la
telomerasa, Ki 67, y la B-catenina, esta Ultima implicada en la Via de sefalizacion
del Wnt que son un grupo de vias de transduccion que transfieren las sefiales del
exterior de una célula a través de la superficie receptora de dicha célula hasta su

interior. (8)

El rindn en desarrollo requiere el gen Wnt para la transicion del blastema
metanéfrico a las células epiteliales renales, y la sefalizacion es probable que se
produzca a través de B-catenina. Los factores Wnt constituyen una amplia familia
de glicoproteinas secretadas (19 miembros en humanos) que tienen un papel
decisivo en los procesos de regulacion, diferenciacion, proliferacion y muerte
celular que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis del tejido adulto (8 y 9).
Estos factores pueden activar diferentes vias de sefializacion que tradicionalmente
se clasifican en candnica o Wnt/B-catenina y no candnicas, independientes de B-
catenina. La primera via actia regulando la protedlisis de la p-catenina, para evitar
su paso al nacleo celular y por ende su acumulacion. La actividad de la via de
sefalizacion Wnt/ B-catenina depende de la concentracion citoplasmatica de (-
catenina lo normal es que esta proteina se mantenga en bajas concentraciones
citoplasmaticas, gracias a un proceso de degradacién dependiente de ubiquitina-
proteosoma. La llegada del ligando Wnt activa la via e inhibe la fosforilacion de [3-
catenina y, por ende, su degradacién por ubiquitina-proteosoma. El incremento de
B-catenina citoplasmatica permite su entrada al nucleo en donde activa la
transcripcion de un grupo de genes cuyos productos proteicos participan en

procesos de division celular, desarrollo embrionario y morfogénesis. (10)




La activacion aberrante de la via canodnica, puede deberse a diversas causas, por
ejemplo, en el caso de los tumores de colon, el 7.5% presenta mutaciones en
el gen APC (abreviatura con la que se conoce al gen Adenomatous polyposis coli y
el cual es un gen supresor tumoral) que da lugar a una proteina truncada con
capacidad reducida de unién a B-catenina, lo que impide la formacién adecuada del
complejo de destruccién de B-catenina. Menos frecuentemente, y so6lo en los
tumores que no presentan APC mutado, se observan mutaciones en el gen
CTNNB1/B-catenina (gen que codifica la B-catenina) en aproximadamente 7,5% o,
en escasa proporcion, en el gen AXINA2 (gen cuya expresion inhibe a la propia via
Wnt mediante el aumento del complejo de degradacion de la B-catenina). Por lo que
podemos observar que la regulaciéon anormal de la via Wnt da lugar a proliferaciéon
neoplasica en estos mismos tejidos. (11).

En esta tesis nos enfocaremos en la - catenina, la cual es una proteina de 92kd
cuya estructura primaria consta de un extremo amino terminal de 149 aminoacidos,
cuerpo central de 525 amino&cidos que contiene 12 repeticiones de 42 aminoacidos,
conocidas como repeticiones armadillo y una zona carboxilo terminal formada por
108 aminoéacidos Cada una de las repeticiones armadillo forma 3 hélices alfa que a
su vez constituyen una gran superhélice cilindrica confiriendo al conjunto una
estructura de gran rigidez. Las cargas estan distribuidas dejando un surco de
potencial positivo por donde la B- catenina se une a otras proteinas como e-
cadherinao APC (12y 13).

En células normales la B-catenina se expresa en la membrana y citoplasma celular,
mientras que en células tumorales es predominante la expresion de B-catenina en
nacleo. Esta capacidad de traslocar depende de los niveles en los que se encuentre
libre en el citoplasma, no asociados a E- cadherina, encontrando que esta
localizacion nuclear juega un papel importante tanto en el desarrollo como en la
progresion del tumor, incrementando la capacidad invasiva y la habilidad

metastasica de las células tumorales (14 y 15). Por lo anterior, la B-catenina se
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considera un protooncogen en la génesis del tumor de WILMS, evento comun en el
desarrollo de este tipo de tumor (15%) y parecen ocurrir con mas frecuencia que
las mutaciones del Wtl (10%) o p53 (5%) (16 y 17). La participacion de las
cateninas es imprescindible para la formacion de uniones entre las células y son un
punto de regulacién de los complejos de adhesion. Defectos en la expresion o

funcion de cateninas se asocian con pérdida de adhesion y metastasis (18,19 y 20).

En estudios en carcinoma de colon se han observado mutaciones en la proteina
acopladora APC, en 85% de las muestras, asociando esto a la imposibilidad de que
la B-catenina sea fosforilada y degradada. Al aumentar la concentracion citosolica
de B-catenina libre se induce su translocacién al nucleo donde interacciona con
factores de transcripcion de la familia LEF/TCF (factor de células T ligado a DNA/
factor potencializador linfoide) que envia sefiales para aumentar la eliminacion de

B-catenina previniendo su entrada al ndcleo (19,20 y 21).

Por lo anterior, conforme los avances cientificos han aumentado en las ultimas
décadas, también se ha incrementado el interés en investigar nuevos genes que
sirvan como marcadores tumorales, siendo las primeras investigaciones en este
rubro las realizadas en 1995 por el Dr. Piercell y colaboradores. Estos autores
realizaron estudios en 18 lineas celulares de muestras de cancer de mama,
encontrando que las alteraciones en la expresion de E-cadherina, a- y p-catenina
son frecuentes en lineas celulares de cancer de mama humano (22). Sin embargo
esto no es consistente con las investigaciones realizadas en pacientes con cancer
de vejiga en el 2000 a cargo del Dr. Garcia del Muro y colaboradores, quienes
observaron pérdida de expresion de E-cadherina y B-catenina en 35% y 43%,
respectivamente, lo cual se asocia con invasividad, alto grado y sobreexpresion
de p53. La evaluacion simultanea de la expresion de E-cadherina y 3-catenina en
este estudio, mostr6 que la pérdida de expresion de ambas moléculas era un

potente predictor de pobre sobre vivencia (23).




En 2006 por el Dr. Moyano y colaboradores, realizaron una revision de 88 tumores
de vejiga estadio T1, encontrando que Unicamente los tumores que expresan [3-
catenina son los que se benefician de tratamiento profilactico y son los que tienen

mayor valor prondstico para recidiva tumoral (13).

En 2013 el Dr. Rosenbluth y colaboradores estudiaron 85 lineas celulares
cancerigenas encontrando que YAPL1 (oncogén asociado con proliferaciéon celular
causante de crecimiento tumoral) y el factor de transcripcibn TBX5 forma un
complejo con B - catenina. La fosforilacion de YAP1 por la quinasa tirosina del YES1
(gen gue codifica la proteina YES o Yamaguchi Sarcoma Viral oncogene homolog
1) conduce a la localizacion de este complejo a los promotores de los genes
antiapoptoticos, incluyendo BCL2L1 y BIRC5. Asi mismo observaron que inhibidor
de YES1 impide la proliferacion de los canceres B-catenina - dependientes en
modelos animales. Estas observaciones definen un complejo de B-catenina - YAP1
- TBX5 esencial para la transformaciéon y la supervivencia de los canceres de
impulsados por la B — catenina lo cual abre un nuevo panorama a la investigacion
del cancer. (23-24)

Con relacién al uso de inmunohistoquimica en la investigacion de 3- catenina y su
correlacion en pacientes con cancer tenemos la realizada por el Dr. Pablo Guzméan
y colaboradores quienes en 2005, estudiaron 65 pacientes con cancer gastrico, de
los cuales se obtuvieron las muestras de piezas de gastrectomia, siendo 21 casos
incipientes y 44 avanzados. En este estudio se utilizaron como controles 10 piezas
de gastrectomia obtenidas por patologia no tumoral utilizando la técnica de avidina-
biotina-peroxidasa para tejidos, y los anticuerpos primarios policlonales para E-
Cadherina, a-catenina y R-catenina, con el anticuerpo secundario anti-cabra
biotinilado. Como control negativo se omitié el anticuerpo primario y como control
positivo se utilizé epitelio escamoso proveniente de mucosa faringea. Para las tres
moléculas de adhesion estudiadas, se observé una expresion anormal en mas de

70% de los casos, la cual fue mas frecuentemente observada en los tumores




avanzados, siendo del 82%, 85% y 88% de expresion anormal para E-cadherina,
a-cateninay 3-catenina, respectivamente, sin llegar a ser significativa la diferencia.
Concluyendo que los pacientes con tumores con expresion anormal tenian, en
general, una sobrevida levemente menor, pero no se encontr0 evidencia

significativa para esta asociacion (19)

En el 2010, el Dr. Ehrlich y colaboradores, indujeron la formacién de nefroblastoma
en ratas con metoximetil, causando tumores histolégicamente similares al tumor de
WILMS, con el patrén trifasico clasico, por lo que sirvieron de modelo para estudiar
la implicacion de la via Wnt, examinando 25 nefroblastomas de los cuales 16

muestras contaban con acumulacion nuclear de 3-catenina (26).

La inmunoreactividad nuclear encontrada con mayor frecuencia fue, sin embargo,
en las células con diferenciacion mesenquimal, tales como rabdomioblastos. Esto
es similar a lo encontrado por el Dr. Jesus Pérez Garcia y colaboradores en 2011,
quienes realizaron estudios de inmunohistoquimica en tumores extraidos en 3 nifios
con tumor de WILMS, encontrando que en todos los casos que la B-catenina
expreso coloracion citoplasmatica positiva entre moderada a difusa en todos los
componentes observando franco predominio estromal con expresion variable del
componente blastemal y de rabdiomiogenesis lo cual como vimos es esperado (26),
sin embargo estos tumores también mostraban una mutacién de la via Wnt que
causaba una acumulacion nuclear de la [B-catenina que se asocia a mayor
invasibilidad y tendencia a presentar metastasis, esto debido a que cuando la [3-
catenina se acumula en el citoplasma bien por sefalizacién del Wnt, inactivacion de
APC o por mutacion de la propia B-catenina, forma un complejo con el factor de
transcripcion LEF-1 (Tcf-4), penetra en el nucleo y activa la transcripcion de

oncogenes diana como en el C-myc y la cilina D1 (27-28)

En el 2013, el Dr. Juan Daniel Prieto realizé una investigacion semicuantitativa, en

base a dos parametros: la intensidad y la distribucion. Contabilizando 100
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células/campo de gran numero (40X) interpretando y categorizando las muestras

como sigue:

Negativo : tincién débil y discontinua (intensidad igual o menor que el epitelio
normal) o nula

Leve: tincion de membrana o citoplasma aumentada

Moderado: tincion nuclear débil o focal

Severa: tincidon nuclear intensa o difusa

Encontramos que la positividad para la presencia de B-catenina en membrana,

citoplasmatica y nucleo fue de 85 casos de un total de 98 casos. Lo cual muestra la

alta frecuencia con la que se presenta la expresion nuclear de la p-catenina y su

posible asociacion con la génesis tumoral.




JUSTIFICACION

Uno de los tumores donde mayormente ha tenido éxito la introduccion de la
quimioterapia y radioterapia es el Tumor de WILMS, aun cuando en los ultimos afios
el ajuste en el tratamiento de quimioterapia y sobretodo en la dosis de radioterapia
han permitido mejorar la sobrevida de los pacientes hasta en el 89%, el 20% de
estos tienen una sobrevida muy pobre, por lo que considerando los avances
cientificos en el campo de la inmunohistoquimica en las ultimas décadas ha
permitido detectar diversas secuencias genéticas que se pueden asociar con la
quimioresistencia y por ende en el prondstico de los pacientes, siendo uno de los

mas provisorios la via de la B-catenina.

A pesar que se ha estudiado ampliamente la correlacion de la B-catenina con
diversos tumores malignos, aun no se cuenta con un estudio establecido en
pacientes con tumor de WILMS en edad pediatrica donde se busque establecer su
repercusion en la sobrevida de estos pacientes, asi como su correlacion con la
estirpe histolégica, por lo que nuestra meta es realizar una deteccion de pacientes
gue expresen la proteina para poder valorar posible quimioresistencia o una
vigilancia mas estrecha ante riesgo elevado de recidiva de acuerdo a lo encontrado

en otros tumores como cancer de pancreas, colon o mama.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas décadas, los avances en quimioterapia y radioterapia han mejorado
considerablemente las posibilidades de supervivencia de los nifios afectados de
patologia oncoldgica. Sin embargo, el riesgo de recurrencia en los nifios con tumor
de WILMS continta siendo el obstaculo principal para su curacion, y por otro lado
los efectos colaterales que conllevan el uso de quimioterapéuticos a corto y largo
plazo, sobre todo en pacientes con buena respuesta que pudieran estar
sobretratados limita el uso de esquemas quimioterapéuticos agresivos.
Considerando que hasta el dia de hoy los factores prondsticos para los pacientes
con tumor de WILMS se limitan Unicamente a la extension de la enfermedad y
variante histolégica, consideramos se deberan tomar en cuenta los avances en
biologia molecular lo cual nos permitiria encontrar marcadores tumorales que
pudieran estar involucrados en la recurrencia y sobrevida de esta enfermedad como
son el P53, la telomerasa, la § -catenina. Si bien ya se ha estudiado la presencia de
B- catenina en pacientes en tumor de WILMS solo se traté de una serie de 3 casos,
lo cual no permite considerarla una muestra valida por lo que nuestra finalidad es

contar con una muestra significativa que permita responder la siguiente pregunta

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La deteccion de p—catenina es un factor relacionado con mal prondstico para

recaida en los pacientes con tumor de WILMS?
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OBJETIVOS

Objetivo general

- Determinar si la correlacion de B-catenina en el nucleo se relaciona con la
recaida en pacientes con tumor de WILMS

Objetivo especifico

- Determinar la frecuencia de deteccidn de B-catenina en pacientes con tumor
de WILMS

- Correlacionar el tipo histologico y la expresion de B-catenina en pacientes
con tumor de WILMS

HIPOTESIS

- Los pacientes con tumor de WILMS que expresan B -catenina nuclear recaen

un 30% mas en comparacion con quienes no la expresan
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MATERIAL Y METODO

1.- DISENO DEL ESTUDIO: El presente es un estudio de cohorte historica,

retrospectivo y longitudinal.

2.- POBLACION EN ESTUDIO: Todos los pacientes con diagnéstico de certeza con
tumor de WILMS atendidos en la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional SXXI, del 1er de enero del 2009 al 1er de enero del 2015

3.- CRITERIOS DE INCLUSION, NO INCLUSION Y ELIMINACION

Criterios de inclusion

. Pacientes de cualquier sexo, entre 1y 16 afios de edad.

. Pacientes con diagnoéstico de certeza (por patologia) de tumor de WILMS,
realizado durante el periodo comprendido entre el uno de enero del 2009 vy el
uno de enero del 2015.

. Pacientes de primera vez sin tratamiento al momento del diagnostico.

. Expediente completo para establecer curso clinico de la enfermedad.

Criterios de exclusion
. Pacientes en los que en la muestra de parafina no sean suficientes para realizar
la inmunohistoquimica.

. Casos en los que los tejidos estén mal conservados
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DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS VARIABLES

Variable Tipo de Escala de Definicion operacional Unidades de
variable medicion medicion
Deteccién de B- | De interés Cuantitativa Tincion de B-catenina en el nicleo | - Negativo : tincién débil y
. . discontinua (intensidad
catenina de células de muestras de tumor | . o
igual o menor que el epitelio
de WILMS por técnica de | normal)o nula
. . o - Leve tincion de
inmunohistoquimica .
membrana o citoplasma
aumentada
- Moderado : tincién nuclear
débil o foca
- Severo: tincion nuclear
intensa o difusa
Variable Independiente | Cualitativa Caracteristicas de malignidad con - Blastemal
histologica ordinaria la clasificacién histopatoldgica - Epitelial
predominante en la muestra - Mesenquimal
- Rabdioblastico
- Anaplasia
Estadificacion Confusion Cualitativa El: Tumor confinado al rifién El
- Ell: Tumor extenso mas alla del
ordinaria oy Ell
rifién pero resecable
Elll:  Tumor residual micro o | Elll
macroscoépico, tumor inoperable o EIV
con margenes positivos
EIV: Metastasis hematdgenas o | EV
ganglios positivos fuera del
abdomen
V: Tumor bilateral
Recaida Dependiente Cualitativa Situacién en la que un paciente | Si
gque se encontraba libre de TW | No
durante el periodo de
convalecencia, nuevamente
presenta un tumor ya sea en el
sitio original o en otra nueva
localizacion
Defuncidn Dependiente Cualitativa Fallecimiento de un paciente con | Si
TW vya sea durante el tratamiento | No

o vigilancia
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A)DESCRIPCION DEL ESTUDIO.
PASOS:

1. Se identificaran los casos con tumor de WILMS atendidos en el servicio de
Oncologia pediatrica del Hospital de Pediatria CMN SXXI a quienes se les hizo

el diagndstico en el periodo comprendido del enero del 2009 a enero del 2015.

2. Se revisaran las muestras por un médico patélogo experto para valorar la
estirpe histolégica predominante en las muestras, en caso de ser un tumor
trifasico consideraremos el porcentaje de cada extirpe, para obtener la
predominante, en caso de haber una discordancia de + 10% se solicitara una

nueva valoracion por un tercer patologo.

3. Una vez seleccionados los casos de acuerdo a los criterios de inclusion se
realizara el estudio de inmunohistoquimica con sistema peroxidasa-
antiperoxidasa por un bidlogo capacitado en la técnica de acuerdo a las

recomendaciones de los proveedores.

Se realizaran cortes de 3 a 4 um de tejido incluido en parafina, previamente
fijado en formol amortiguado al 10%, utilizando porta objetos con poly-Lysina.
(0.1% en agua destilada). El tejido sera desparafinado en la estufa a 56° C
durante 30 minutos y rehidratado con xilol y agua destilada pasando por
alcoholes a concentraciones menores (5 minutos en cada uno de las
soluciones). Posteriormente se efectuara la recuperacion antigénica con
recuperador marca DAKO en solucion al 10% durante 10 minutos en olla
exprés. Una vez que se enfrié (temperatura ambiente) se retirara del
recuperador y se enjuaga con agua destilada. La peroxidasa se bloquea por
10 minutos con antiperoxidasa marca DAKO al 3% (se debe mantener

cubierto para evitar el contacto con la luz) y se lava con agua destilada.
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Los cortes seran incubados en camara humeda durante 20 minutos con los
anticuerpos primarios: B-catenina (anticuerpo monoclonal concentrado y
prediluido 1:200-1:4000 BIOCARE MEDICAL. Anticuerpo monoclonal de
ratbn anti-B catenina humano Clona 14/ B -catenina Isotipo 1gG). El
anticuerpo primario sera detectado con un anticuerpo secundario biotinilado.
Una vez aplicado, se incubara durante 30 minutos en streptavidina
conjugada (peroxidasa de rabano). Posteriormente se revelara con el
cromogeno diamino-bencidina (DAB) por 5 minutos y finalmente sera

contrastado con hematoxilina.

El tejido sera deshidratado con alcoholes de menor a mayor concentracion
(70%, 90% y 100%) y xilol. Las preparaciones se montaran con resinas. En
cada caso se incluira un control positivo conocido, para B-catenina, se
utilizara carcinoma de mama o colon. Cabe sefialar que la calidad del tejido
ser& evaluado con la expresion del Ki-67, marcador que debe ser positivo en
todos los nefroblastomas (tumor de WILMS) en menor o mayor grado, Ssin
excepcion. Por lo cual el hecho de que un espécimen no salga positivo nos
indicara la mala preservacion del tejido, evitando de esta manera falsos

negativos.

4. La evaluacion sera realizada cuantitativamente por un patélogo experto

refiriéndose como negativo, leve, moderado o severo.

5. Se registraran los datos de interés de cada expediente clinico, a la hoja de

recoleccion de datos, por la tesista.

B) CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA:
Por conveniencia. Se incluiran a todos los pacientes que cumplan los criterios de

inclusion diagnosticados en el periodo de estudio.
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C) PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO. -
-Se realizar4 estadistica descriptiva, utilizando medidas de tendencia central y
dispersion en el caso de variables cuantitativas, para las variables nominales y ordinales

se calcularan las frecuencias y en caso necesario los intervalos de confianza.

-Seran consideradas significante con un alfa de 0.05 y poder del 80%. Los anlisis

estadisticos se realizaran mediante el programa SPSS version 15.

FACTIBILIDAD

Recursos humanos: Tesista médico residente de pediatria médica, tutor médico
adscrito, asesor metodoldgico, asesor anatomopatélogo. Quimica y técnica en
inmunohistoquimica

Recursos materiales Hojas blancas, lapices, computadora, impresora, reactivo
para la elaboracién del estudio de inmunohistoquimica, paquete estadistico SPSS,
equipo para realizar la técnica de inmunohistoquimica.

Recursos financieros

Se realizara el estudio con apoyo del laboratorio de oncologia del Hospital de
Pediatria CMN SXXI
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ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION
!

Este estudio de acuerdo a la Ley General de Salud, en Titulo segundo: De los aspectos
éticos de la investigacion en seres humanos. Capitulo I. Articulo 17. Investigacion sin
riesgo: Que son estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion documental
retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna intervencion o modificacién
intencionada en las variables fisioldgicas, psicologicas y sociales de los individuos que
participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios, entrevistas, revision
de expedientes y otros, en los que no se les identifiquen ni se traten aspectos sensitivos
de su conducta. Es un estudio de investigacion sin riesgo, por lo que no requiere de

hoja de consentimiento informado.
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RESULTADOS

La poblacion inicial de pacientes con tumor de WILMS atendidos en el Hospital de
Pediatria CMN SXXI del IMSS durante el periodo comprendido entre enero del 2009
a enero del 2015 fue de 68 pacientes, de los cuales Unicamente 23 cumplieron con
todos los criterios de inclusién, siendo del sexo masculino 11 (47.8%) y femenino
12 (52.2%). Con una mediana para la edad de 2 afios 9 meses (minima 6 meses -

maxima 6 afios 9 meses).

Del total de la muestra encontramos la siguientes distribucién de acuerdo a los
diversos estadios del tumor de WILMS: estadio | con O casos, estadio Il con 5
(21.7%), estadio Ill con 8 (34.7%), estadio IV con 9 (39.1%) y por ultimo estadio V
con 1 (4.34%). Grafica 1.

Grafica 1. Frecuencia de los Estadios
del tumor de WILMS
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De acuerdo con su histologia y la presencia o ausencia de anaplasia la clasificamos

en favorable o desfavorable, encontrando la primera en 21 (91.3%) casos y la

segunda en 2 (8.7%). El tipo histolégico mas frecuente fue el blastemal (n=13, un
| I
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56.5%), seguido por el epitelial con 5 casos (21.7%), rabdioblastico con 4 casos

(17.4%) y en cuarto por el mesenquimal con un solo caso (4.4%). Grafica 2.

Grafica 2. Tipo histologico del tumor de
WILMS
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En relacion con la fase de tratamiento en el momento del corte contamos con 14
(60.8%) pacientes en vigilancia, 6 (26%) recibian quimioterapia y/o radioterapiay 3
(13%) habian fallecido. Entre las caracteristicas de estos 3 pacientes tenemos que
en el primer caso se tratd de una paciente femenina de 4 afios de edad, la cual en
el 2008 fue diagnosticada con tumor de WILMS estadio Il, con tipo histoldgico
blastemal con histologia favorable, realizando nefrectomia derecha y complet6
quimioterapia y radioterapia en 2009, sin embargo en septiembre del 2012 se
determina recaida con presencia de metastasis pulmonares, reiniciando manejo con
quimioterapia, sin embargo posterior a recibir el 6to ciclo presenta evento de fiebre
y neutropenia, la cual es la causa de la defuncion. El segundo caso se tratd de un
paciente masculino de 2afios 6 meses de edad, el cual contaba con los
antecedentes de tumor de WILMS estadio Il con tipo histolégico blastemal e

histologia favorable en rifibn derecho, quien completo tratamiento a base de

| !
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quimioterapia, presentando en 2014 recaida ameritando reinicio de quimioterapia, y

guien durante el 6to ciclo de quimioterapia presenta sepsis grave falleciendo en

2014. Por ultimo contamos con el caso de femenina de 5 afos, la cual en febrero

del 2014 es diagnosticada con TW estadio Ill, tipo rabdioblastico e histologia

favorable, recibiendo quimioterapia y radioterapia, falleciendo al presentar cuadro

de choque séptico posterior al 4to ciclo de quimioterapia. Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los 23 niflos con Tumor de WILMS

N %

Sexo

e Masculino 11 47.8

e Femenino 12 52.17
Edad al diagnéstico

e lactantes 1 434

e Preescolares 19 82.6

e Escolares 3 13
Estadio

o | 0 0

e |l 5 21.7

o I 8 34.8

e IV 9 39.1

o V 1 4.34
Tipo histolégico predominante

e Blastemal 13 56.5

e Epitelial 5 21.7

e Rabdomioblastico 4 174

e Mesenquimal 1 4.4
Condicién actual

e Vivo 20 87

e Defuncién 3 13
Fase actual del tratamiento

e En QT y/o radioterapia 6 30

e Envigilancia 14 70

Al realizar la tincion por inmunohistoquimica encontramos la expresion de la 3 -
catenina en 19 pacientes (82.6%), y 4 (17.3%) pacientes sin expresion. Con 8

(34.8%) casos con expresion leve, moderada en 6 (26%) y severa 5 (21.7%) casos.
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Al correlacionar la frecuencia de expresion con el tipo histolégico encontramos que
5 casos de tumor de WILMS de predominio epitelial mostraron expresiéon de la B-
catenina lo que equivale al 100% de los casos de esta extirpe, en los tumores
blastemales 11 (84.6%) casos de un total de 13 mostraron expresion de - catenina,
en la estirpe rabdomioblastico se encontré expresion en 2 casos (50%) de un total
de 4 pacientes y en relacion con el tipo mesenquimal, el Unico caso que se

documentd mostrd expresion.

Con relacion a la presencia de progresion tumoral esta se presento en 2 pacientes
(8.6%) asociandose en un caso con expresion moderada de [ -catenina y una
extension de la tincién que abarca el 90% de la muestra histolégica. Esto difiere a
lo documentado en relacion con los casos de recaidas, la cual considerando los 17
pacientes que completaron tratamiento, se presentd en 4 (23.5%) pacientes, los
cuales mostraron expresion de B -catenina. De estos pacientes el 100% de las
recaidas presentaron expresion de B-catenina. Considerando el estado de salud
actual de estos pacientes tenemos que 2 se lograron remision y se mantienen en
vigilancia actualmente mientras que 2 fallecieron. Cabe sefialar de las defunciones
2 (89.5%) se presentaron en pacientes con [-catenina positiva y 1 (10.5%) en

pacientes con [3-catenina negativa.

Llama la atencidn en nuestro estudio que la intensidad en la tincion de B- catenina
de acuerdo a estirpe histolégica muestra un predominio en intensidad moderada-
severa que en el tipo blastemal es de 7 casos (63.6%), en el epitelial 2 (40%),
rabdomioblastico 1 (50%) y mesenquimal en el Unico caso documentado (100%).

Al relacionar el estadio de la enfermedad y la intensidad de la tincion en las muestras
de tejido, en estadio | no encontramos casos, en estadio Il observamos 1 caso con
tincion leve(4.34%), uno moderado (4.34%) y dos severos (8.68%). En el estadio
[Il tenemos 3 casos con tincion leve (13%), 2 casos con tincion moderada (8.7%) y

1 caso con tincion severa (4.34%). En el estadio IV obtuvimos 3 pacientes con
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tincion leve (13%), moderada con 3 (13%) y en 2 tincidén severa (8.69%) y por ultimo

en un caso con estadio 5 se encontro Unicamente tincion leve (4.34%). Tabla 2.

Tabla 2. Relacion de diversas variables de acuerdo a la expresion o no expresion

de la B-catenina

Variable Positiva Negativa
N=19 N=4
Estadio
-1 0 0
-1 4 (21%) 1 (25%)
-1 6 (31.5%) 2 (50%) 0.80
-Iv 8 (42.1%) 1 (25%)
-V 1(5.2%) 0
Histologia
- Favorable 17 (89.4%) 4 (100%) 0.49
- Desfavorable 2 (10.5%) 0
Relacién de la estirpe histoldgica
y la expresion de B-catenina
- Blastemal 11 (57.9%) 2 (50%)
- Epitelial 5 (26.3%) 0 0.23
- Rabdomioblastico 2 (10.5%) 2 (50%)
. 1 (5.26%) 0
- Mesenquimal
Condicion actual
- Vivo 17 (89.5%) 3(75%) 0.29
- Defuncién 2 (10.5%) 1(25%)
Correlacion de la expresion de
[3-catenina en pacientes con
progresion tumoral
. s 1(5.2%) 1 (25%0) 0.32
- No 18 (94.7%) 3 (75%)
Correlacion de la expresion de
[3-catenina con la presencia de
recaidas N=14/N=3
- i 4 (28.5%) 0 0.29
- No 10 (71.4%) 3 (100%0)

Considerando los grados de expresion de la B-catenina de acuerdo a la estirpe
histolégica encontramos que el tipo blastemal 2 (8.7%) casos no mostraron
expresion, 4 (17.4%) presentaron expresion leve, 5 (21.7%) fue moderada y en
2(8.7%) casos severa. En la estirpe epitelial todos los pacientes mostraron
expresion, siendo leve en 3(13%), moderada 1(4.3%) y severa en 1 (4.3%) casos.
El tipo rabdomioblastico mostro 2(8.7%) casos sin expresion, 1 (4.3%) expresion
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leve y severa en 1(4.3) pacientes. Por ultimo el tipo mesenquimal solo conto con

un caso (4.3%) con tincidn severa. Tabla 3.

Tabla 3. Grados de expresion de -catenina de acuerdo a la estirpe histolégica

Negativa Leve Moderada Severa P
Blastemal 2(8.7%) 4(17.4%) 5(21.7%) 2(8.7%)
Epitelial 0 3(13%) 1(4.3%) 1(4.3%) 0.52
Rabdomioblastico | 2(8.7%) 1(4.3%) 0 1(4.3%)
Mesenquimal 0 0 0 1(4.3%)
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DISCUSION

La poblacidn inicial de nuestra estudio fueron en total 68 pacientes diagnosticados
en el periodo comprendido entre enero del 2010 a enero del 2015, en el Hospital de
Pediatria Silvestre Frank Freund, de los cuales se descartaron aquello que no
contaban con expediente completo ni muestras de tejido, cumpliendo Unicamente
23 pacientes los requisitos de inclusion. La edad de presentaciéon oscilo entre los
6meses a 83 meses, con una media para la edad de 33 meses, lo cual varia con lo
publicado en 1993 por el Dr. Breslow en la revista de oncologia pediatrica, quien
documento una media de edad de 44 meses, lo cual equivale a una diferencia de

aproximadamente 11 meses en relacion con la edad del presentacion.

En relacién al género predominé en el estudio el femenino con 12 pacientes (52.2%)
y proporcion hombre- mujer de 0.9/1, lo cual no dista mucho de lo reportado en
otros estudios donde se reportan una mayor incidencia en varones con una
proporcion de 0.8/1 y en algunas ocasiones mostrando una sin mostrar diferencias

en el género.

A diferencia de otros estudios, intentamos clasificar el tipo histoldgico predominante,
lo cual difiere con publicaciones internacionales donde la mayoria de los casos se
engloban como trifasico o mixto, como la publicada por el Dr. Kinoshita, en el 2012,
quien considero como el tipo mas frecuente al mixto, sin realizar distincion del tipo
histol6gico predominate con una frecuencia de 65%, seguido por el tipo blastemal
15.3%, epitelial 10% y mesenquimal con 8.8%, datos que difieren ampliamente con
los nuestros quienes realizamos distincion del tipo histologico predominante siendo
el tipo blastemal con 56.5%, epitelial 21.7%, rabdioblastico 17.4% y mesenquimal

con 4.4%, si bien el orden de presentacién de los tejidos practicamente es el mismo,

los porcentajes distan al comparar las series.
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Asi mismo encontramos que un 91.3% de los pacientes contaban con histologia
favorable y un 8.7% desfavorable, coincidiendo con lo reportado en diversos
estudios que se encuentra entre el 90-95% y 5-10%, respectivamente de acuerdo
a lo publicado por el NWTS. Algo interesante de recalcar es que los Unicos dos
pacientes que contaban con anaplasia dieron positivos para p-catenina, relacion

gue no hemos encontrado comentada en otros estudios previos.

En cuanto a la localizacion anatomica del tumor en 11 (47.8%) pacientes fue en
rinon derecho y 11 (47.8%) en izquierdo, y un caso bilateral (4.3%), asi mismo llamo
la atencidon que la mayoria de los casos se detectaron en estadios avanzados,
encontrando 4 (17.4%) casos en estadio Il, 8 (34.8%) casos en estadio Ill, 10
(43.4%) casos en estadio IV y 1 (4.3%) caso en estadio V, lo cual es una diferencia
importante a lo citado por los Dres. Kusz y Las Heras, sin embargo considerando
gue la muestra fue Unicamente del 33.8% de la poblacion total, no podemos realizar
un andlisis completo, para valorar si esto se debi6 a la tardanza al diagndstico o se

trataban de los pacientes que no cumplieron los criterios de inclusion.

Del total de la muestra 19 (82%) pacientes mostraron expresion de la B-catenina vs
4 en la cual fue negativa, este frecuencia es mayor que la encontrada por el Dr.
Ehrlich quien en 2010 estudio 25 tumores de WILMS inducidos en ratas,
encontrando B-catenina positiva en 16 casos (64%), sin embargo coincide con la
realizada en por el Dr. Juan Daniel Prieto quien en el 2003 analizo 98 muestras de
tumor de WILMS encontrando positividad para [3-catenina en 85 casos (86.7%) por
lo que podemos considerar que el rango de positividad para tumor de WILMS se

encuentra entre el 64-87%.

En cuanto al tipo histoloégico encontramos que el mas frecuente asociado a

positividad de 3-catenina de manera proporcional fue el tipo epitelial y mesenquimal

ya que el 100% de las muestras dieron positivo, sin embargo debemos sefialar que

este Ultimo solo cuenta con una muestra, seguido por el blastemal con el 84.6% vy
! !
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el rabdomioblastico con el 50% de los casos, la Unica referencia de una
investigacion similar es la realizada por el Dr. Jesus Garcia y colaboradores en el
2011, quienes revisaron una serie de 3 casos de muestras de nefrectomia en nifios
con tumor de WILMS donde se reportaba que las tres muestras eran positivas y en
todos los casos eran tipo trifasico con predominio estromal, y el resto de la
composicion era rabdomioblastico y blastemal, sin reporte de tejido epitelial, sin
embargo por el escaso numero de pacientes esta muestra debe tomarse con
reserva y consideramos debe valorarse la incidencia de acuerdo al tipo histolégico
en estudios mayores. De acuerdo a la intensidad de la tincibn encontramos que en

8 casos fue tincion leve, 6 casos moderados y 5 casos severa.

Del total de la muestra seleccionada, 2 pacientes mostraron progresion tumoral,
mostraron uno expresion de  -catenina, asi mismo 4 pacientes presentaron recaida
tumoral, de los cuales todos fueron positivos para p-catenina, llamando la atencion
gue los casos negativos el 100% estuvieron libres de recaida, lo cual nos permitiria
ver que la ausencia de expresién de B-catenina por lo que es sugestivo de
especificidad, sin embargo es poco sensible. Estos casos son significativos ya que
al considerar el grado de tincion con el porcentaje de muestra histologica tefiida,
podemos ver que en el grupo de pacientes con tincién severa el 80% de estos
mostro un porcentaje mayor del 70% de la muestra tefiida, lo cual nos puede indicar
que al estar presente es un predictor de progresion o recaida, y asociandose en el
66% de los pacientes que presentaron defuncién, datos similares se han publicado
en pacientes con carcinoma de mama, colon o pancreas, donde la B-catenina se
ha asociado a mayor agresividad o metastasis, sin embargo no encontramos
articulos donde se relacione la severidad de tincion con el porcentaje de la muestra
que la presenta, por lo que sera importante confirmar estos datos en futuras

investigaciones donde la muestra a estudiar sea mayor.

Otro dato importante es que si bien la B-catenina es una molécula habitual en el

cancer epitelial al ser la encargada junto con la e- cadherina de la adhesién celular,

32!



encontramos un namero importante de casos de predominio blastemal donde hasta
el 84.6% de las muestras dieron positivo en la inmunohistoquimica, de las cuales
el 3 muestras B-catenina positivas mostraron progresion y el 100% de las muestras
con recaida, lo cual si no era esperado en este tipo histolégico. Asi mismo si bien el
100% de los casos epiteliales mostraron expresion de B-catenina, tenemos que el
tipo blastemal proporcionalmente ocupo el segundo lugar con un 84.6%, sin
embargo la muestra fue 2.6 veces mayor de casos blastemales vs epiteliales, por
lo que para considerar la influencia de la expresion de la B-catenina y su relacién
con el tipo histoldgico, sera importante realizar estudios en el mismo numero de
pacientes donde todos los participantes muestren expresion de B-catenina vs un

grupo control.

Por ultimo sefialaremos que hasta el momento del corte se habian presentado 3
defunciones en los pacientes de la muestra, estando presente la positividad de B-
catenina en 2 de ellos (66.6%) por lo que deberia estudiarse en muestras mayores
su asociacion como factor de mal prondstico para defuncion al igual que para

recaida.
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CONCLUSIONES

No existe correlacion sobre la positividad de la p-catenina y el riesgo de
progresion.

El tipo epitelial se asocia a presencia de expresion de B-catenina, en el
100% de los casos mostraron expresion

Se necesitan muestras mayores para poder valorar la expresion de (-

catenina como predictor de recaida y su relacion con los tumores que

expresan anaplasia
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ANEXO

HOJA RECOLECCION DE DATOS

Nombre

Afiliacion

Edad

Diagnostico
Histopatologico

Fecha de Diagnosticos

Localizaciéon de tumor

Quimioterapia

Radioterapia Si
Fecha de recaida

Fecha de progresion
tumoral

Fecha de dltima
consulta

No
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ITEM

ACTIVIDAD

1 2 3 4 5 6!
septiembre Noviembre [ Diciembre |
Agosto 14 14 octubre 14 14 14 Enero 14!

Delimitacion del
tema.
Recoleccion y
seleccion
bibliografica

Elaboracion del
protocolo

112|134

1123 4

112|314

1234

213 |4

Envid a Comité
Local de
Investigacion

Recoleccion de
los datos y
analisis de las
muestras Por
inmunohistoqui
mica.

Anédlisis de
resultados

Informe y
elaboracion de
tesis

Presentacion de
tesis
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