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RESUMEN

Las translocaciones cromosdmicas son eventos geneticos recurrentes que se han identificado no
solo en leucemias sino también en sarcomas, algunas son especificas para un grupo de tumores
pediatricos de dificil diagndstico clasificados como tumores de células pequefias redondas y
azules. La identificacion con herramientas de la biologia molecular del RNAmM quimérico
derivadas de estas translocaciones, son de utilidad en el diagndstico para discriminar al
Sarcoma de Ewing (SE), Rabdomiosarcoma Alveolar (RMSA) y Sarcoma Sinovial (SS) y
potencialmente para identificar células tumorales circulantes. Para evaluar si la identificacion
de estas translocaciones en sangre periférica sirve para estadificar oncolégicamente a los
pacientes al momento del diagnostico, se analizd si existen correlaciones clinico-moleculares
en pacientes con estos tumores malignos atendidos en el Hospital de Pediatria (HP) del CMN
SXXI del IMSS y en el Hospital Infantil de México (HIM) Federico Gémez de la Secretaria de
Salud. A los pacientes en cuyos tumores se identifico la translocacion, se les tom6 una muestra
de sangre periférica al momento del diagnostico y se buscé ahi la translocacion del tumor
correspondiente. Los datos moleculares obtenidos se compararon con los datos de
estadificacién oncolégica obtenidos de los expedientes clinicos. Se analizaron 26 pacientes de
los cuales 15 se diagnosticaron como SE, 7 RMSA y 4 SS. Del total de pacientes solamente se
encontr6 evidencia de la translocacion en la sangre de 6 pacientes, 5 con SE y 1 con RMSA. De
estos pacientes 2 tenian estadio I, ninguno en estadio Il, 3 en estadio Il y uno en estadio IV.
Estos resultados indican que la identificacion en sangre, de translocaciones cromosémicas
especificas para los tumores en estudio no tiene relacion biologica con el estadio oncoldgico o

con la severidad de la enfermedad.



ABSTRACT

Chromosomal translocations are recurrent genetic events present in not only leukemias but also
in sarcomas, some are specific for a group of mostly pediatric tumors notoriously difficult to
discriminate and known as small round blue cell tumors. Identification of the quimeric mRNA
with molecular biology tools is useful for diagnosis and to discriminate Ewing Sarcoma (ES),
Alveolar Rhabdomyosarcoma (ARMS), and Synovial Sarcoma (SS), and potentially can also
be used to identify circulating tumor cells. To evaluate if identification of these translocations
in blood is useful to establish oncological stage at the time of diagnosis, we analyzed if clinical-
molecular correlations exist in patients affected by these tumors treated at Hospital de Pediatria
(HP) at CMN SXXI from Instituto Mexicano del Seguro Social and Hospital Infantil de México
(HIM) Federico Gomez from Secretaria de Salud. In those patients harboring chromosomal
translocation in their tumors, we took a blood sample and tested it for the corresponding
chromosomal translocation; we then compared molecular data with the oncological stage
obtained from clinical charts. We studied 26 patients, 15 were diagnosed with ES, 7 with
ARMS and 4 with SS, only in 6 patients a chromosomal translocation was detected in blood at
the time of diagnosis, 5 had ES and 1 ARMS. Overall, 2 patients had oncologic stage I, none
had stage 11, 3 had stage Il and one stage V. These results indicate that blood detection of
chromosomal translocations in these tumors has no relationship with oncological stage or

disease severity.



INTRODUCCION

El Céncer se define como el crecimiento descontrolado de un grupo celular que invade y
destruye los tejidos sanos, con una alta capacidad de diseminacion. Algunos componentes
hereditarios y ambientales han sido ya indentificados como factores de riesgo que intervienen
en la incidencia general de esta enfermedad. Desde el punto de vista genético, se han
registrado mutaciones y translocaciones cromosomicas con la subsecuente activacion o
supresion de genes que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular, conduciendo al
descontrol de la proliferacion. El estudio del cancer ha permitido mejorar las técnicas de
diagndstico, tratamiento y monitorizaciéon de esta entidad patoldgica. La comprensién de los
mecanismos que subyacen en esta enfermedad han permitido el desarrollo de tratamientos que
han aumentado la esperanza y la calidad de vida y ultimadamente el establecimiento de

medidas preventivas para controlarlo.

La transicion epidemioldgica en la que se encuentra México implica un cambio de las
condiciones de vida de la poblacion, en la distribucion demogréfica, en la oportunidades de
atencion médica y esto ha sido crucial y ha impactado la incidencia de cancer. El cancer en la
edad pediatrica como causa de mortalidad ha ganado terreno al disminuir la mortalidad debidas
a enfermedades infecciosas. Aunque el cancer pediatrico representa un pequefio porcentaje del
cancer en general, su impacto ético, social y econémico son factores relevantes que motivan la
profundizacién de su estudio. Especificamente los tumores de células pequefias redondas y
azules motivo de este trabajo, representan un reto especial ya que este grupo de neoplasias
malignas predominantemente de la edad pediatrica, son morfologicamente muy similares lo que

dificulta su identificacion correcta, constituyendo un desafio en la patologia oncologica.



La diseminacion de las células a un lugar distante del sitio de origen se le llama
metastasis, ocurre a través del sistema linfatico o de la circulacién snaguinea pero los
mecanismos involucrados son complejos y poco entendidos. Un aspecto importante en el
estudio de estos pacientes al momento del diagnostico es la bdsqueda de metastasis, es decir
determinar si la enfermedad se encuentra localizada o si se ha esparcido a otros sitios del

cuerpo, ya que de esto dependen los esquemas de tratamiento y el pronaostico.

El examen microscopico de una biopsia o de un frotis sanguineos puede infravalorar la
presencia microscopica de células tumorales ya que es posible detectar aproximadamente una
célula tumoral por campo. En los ultimos afios se han empezado a utilizar métodos moleculares
mas sensibles de deteccion como la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) ya que la
sensibilidad de la técnica permite la deteccion de una célula tumoral por cada millon de células
mononucleadas en los casos en los que se cuenta con un marcador tumoral efectivo. Las
translocaciones cromosomicas de neoplasias hematopoyéticas y proteinas del linaje epitelial
constituyen este tipo de biomarcadores tumorales altamente especificos cuyos RNA mensajeros
(RNAm) se pueden usar para detectar células tumorales circulantes y estudiar el fenémeno de
las metéstasis. En este contexto, el presente trabajo constituye una aproximacion inicial para
estudiar la relacion de las translocaciones cromosdmicas en sangre periférica con el estadio
oncologico al momento del diagnostico de estos pacientes, los hallazgos y resultados se

comentan en las siguientes secciones.



ANTECEDENTES

CANCER

Este término se refiere a un grupo de enfermedades caracterizadas por masas de células
que presentan un crecimiento descontrolado. Se dice que estas células son malignas porque
provocan invasion y destruccion de los tejidos, ya sea de forma local o a distancia lo que se
conoce como metastasis, y se diseminan por via local, hematica o linfatica. De forma general,
el cancer se divide segln su origen en ambiental o genético y actualmente se considera que la
mayoria de los casos se debe a una interaccion de ambos factores. El cancer se origina debido
principalmente a anormalidades en el material genético y al mal funcionamiento celular
provocado por efecto de genes y proteinas virales. Como uno de los elementos principales del
cancer es el crecimiento descontrolado de las células, es importante mencionar que la
reproduccion o ciclo celular es un proceso extraordinariamente complejo que normalmente es
regulado por numerosos genes. Los genes que regulan, estimulando o inhibiendo el ciclo
celular, son frecuentemente los blancos del dafio genético que empujan el desarrollo del cancer.
Los proto-oncogenes son genes encargados del crecimiento y divisién celular que al alterarse a
través de mutaciones adquieren funciones novedosas 0 volviéndose mas activos de lo normal.
Los genes supresores son los responsables de controlar inhibiendo el crecimiento y divisidn
celular, las alteraciones de estos genes desencadena una division celular descontrolada
promoviendo la aparicion del cancer al desaparecer su funcién normal, mediante la pérdida del
material genético que los codifica, mediante la adquisicion de mutaciones que anulan su
funcién o mediante la anulacién de su funcion debido a la interaccion de proteinas virales que
promueven la degradacion de las proteinas correspondientes. Los genes reparadores del DNA,

tienen como funcion reparar las secuencias de DNA dafiado, las mutaciones en estos genes



tienden a producir mutaciones adicionales en otros genes las cuales al interactuar entre si
pueden causar cambios en las células hacia un fenotipo maligno. Asi se puede decir que las
alteraciones genéticas hereditarias o adquiridas y que la interaccion a nivel genético de ciertos
virus conducen al desarrollo de cancer. Existen varios sistemas de clasificacion del cancer. Un
sistema de clasificacion de los tumores comun y muy util, se deriva del tipo de capa embrionara

de donde se deriva la célula que origina el tumor.

Carcinomas.

Este tipo de tumores se deriva de las células epiteliales, es el tipo de cancer mas
frecuente en adultos. Las células que originan estos tumores provienen del ecto y endodermo en
general recubren las superficies internas y externas del cuerpo y de los o6rganos. Los
adenocarcinomas se originan de células epiteliales que producen glandulas; los mas frecuentes
son el de mama, colon y prostata. Otro ejemplo, son los carcinomas de células basales o de
células escamosas, de estos los mas frecuentes son el cancer de estomago, intestino, pulmones,
vejiga y rifiones. Los carcinomas también se originan en los limites de tejidos en transicion
donde se encuentran los epitelios de transicién por ejemplo del urotelio, del cérvix, del

estdmago etc.

Sarcomas.

Derivados del tejido mesenquimatoso y del tejido conectivo, son tumores que se originan en el
tejido 0seo, tejidos blandos como el musculo, tejido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos
y en tejido fibroso o conectivo y se trata de tejidos procedentes del mesodermo. El
osteosarcoma es el cancer mas comun de hueso y los tipos mas comunes de sarcoma en adultos
son el leiomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma y

dermatofibrosarcoma protuberante.



Leucemias y linfomas.

Derivados del sistema hematopoyético las leucemias se originan en tejidos que forman la
sangre en la médula désea. Los linfomas se originan en vasos y ganglios linfaticos y forman
tumores sélidos. En las leucemias un gran nimero de glébulos blancos anormales se acumulan
en la sangre y la médula 6sea desplazando a las células normales. Los linfomas se originan a

partir de linfocitos T o B.

Tumores del sistema nervioso central.

Este tipo de tumores se pueden originar de las células gliales, células ependimarias o plexos
coroideos, de las neuronas, del tejido conectivo, del tejido glandular o de las células de

Schwan.

El problema del cancer es en general un problema global y tiene un impacto social y
econdmico gradualmente mayor debido al envejecimiento poblacional. Se estima en un estudio
de la OMS que en el 2012 surgieron 14 millones nuevos casos de cancer a nivel mundial.? Se
estima que el 90% de casos de cancer tiene un origen ambiental y s6lo el 10% es de caracter
hereditario. Entre los factores ambientales mas importantes implicados en el cancer se
encuentran el uso de tabaco®, ciertos habitos de alimentacion, las infecciones oncogénicas que
son causadas por infecciones virales como hepatitis o papiloma virus*, radiacion ionizante y no
ionizante. Existen, algunos tipos de tumores malignos relacionados a la ocupacion®. Se estima
también que aproximadamente el 0.3% de la poblacion general es portadora de alguna

mutacion genética que tiene efecto sobre el riesgo de cancer 8. Uno de los ejemplos clasicos son
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los genes BRCAL y BRCA2 cuyas mutaciones incrementan un 75% el riesgo de desarrollar

cancer de mama y de ovario °.

TRANSICION EPIDEMIOLOGICA Y CANCER.

México se encuentra en una transicion epidemioldgica debida principalmente a la
disminucion de la natalidad durante los ultimos 45 afios. Este efecto demografico, aunado al
relativo desarrollo econdémico y el incremento de la cobertura de los servicios de salud ha
provocado un cambio en los grupos etarios que requieren servicios de salud. La transicion
epidemioldgica presenta un rumbo definido de acuerdo con tres caracteristicas fundamentales.
La primera de ellas es el tipo de enfermedades que estan predominando, se observa un cambio
en la tendencia de enfermedades infecciosas a enfermedades cronicas degenerativas,
principalmente el cancer. La segunda directriz esta relacionada con el cambio de los grupos de
edades que requieren atencién médica observandose un incremento en la atencion a los adultos
y adultos mayores y una disminucion de la atencion a la edad pediatrica. Estas tendencias
también se reflejan en los indices de mortalidad de acuerdo a los grupos de edad en la
poblacion. La tercera directriz de cambio derivada de las condiciones de salud de la poblacién
se refiere al énfasis en la morbilidad méas que en la mortalidad observada en los indicadores de
salud "8, En el tipo de transicion epidemioldgica en nuestro pais, destacan la superposicion de
etapas y la transicion prolongada 8, esto trae como consecuencia un incremento en el nimero de
casos nuevos de cancer; sin embargo, las causas de mortalidad varian segun el tipo de

comunidad, area geografica y clases sociales °.
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Es importante sefialar que las enfermedades infecciosas han disminuido de forma
importante, y el cancer en la edad pediatrica estd ganando terreno dentro de las causas de
muerte en esta etapa de la vida *°. La mortalidad secundaria a causas de tipo infeccioso ha
disminuido, no asi el caso de tumores malignos que ha registrado un incremento importante 2.
Lo anterior se puede observar en el trabajo de CONAPO Titulado “Principales causas de
mortalidad en México 1980 -2007”. Documento de trabajo para la XLIII (Periodo de Sesiones
de la Comision de Poblacion y Desarrollo) “Salud, morbilidad, mortalidad y desarrollo”

posicion del sector gubernamental en Nueva York, 12 a 16 de Abril del 2010.

Distribucion de las principales causas de muerte entre los nifios en
edad escolar (5 a 14 afios) 1980-2007.
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CANCER PEDIATRICO.

A pesar que las neoplasias en los menores de 15 afios sélo representan entre el 1y 5%
del total de las neoplasias en la poblacion con cancer, existen razones médicas, éticas, sociales
y econémicas muy importantes que justifican su investigacion. En 1990 la mortalidad por
cancer en la poblacion derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro social (IMSS) ocupo
el décimo lugar en el grupo de menores de un afio, el quinto lugar en el de 1 a 4 afios y el
primero en el grupo de 5 a 14 afios ‘2. Se desconoce la etiologia de la mayoria de los tumores
malignos en el nifio, pero existe suficiente conocimiento para sefialar que la interaccién entre
los genes y las exposiciones ambientales como los derivados de benceno, los pesticidas, y la
exposicion directa o durante la gestacion a otros agentes fisicos, quimicos e infecciosos pueden
ser causantes de neoplasias en la poblacion infantil. Esto es relevante porque significa que el
cancer en el nifio es susceptible de prevencion. Es importante mencionar también que la

sobrevida actual a cinco afios se ha incrementado.

Hay importantes diferencias entre las neoplasias de los nifios y los adultos'®. En los
menores de 15 afios, el 92% son de tipo no epitelial y el 8% de tipo epitelial, en cambio en los
adultos esta relacion esta invertida predominando los tumores de origen epitelial. Tomando
estos aspectos bioldgicos del cancer pediatrico en cuenta, en 1987 la OMS establecié una
clasificacion de uso epidemiolégico para agrupar las diferentes neoplasias en los nifios y

facilitar su registro®®.
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Por lo tanto, las neoplasias en los nifios se agrupan en 12 grandes grupos:

l. Leucemias.

Il. Linfomas y otras neoplasias reticuloendoteliales.
I1l.  Tumores del sistema nervioso central.

IV.  Tumores del sistema nervioso simpatico.

V. Retinoblastoma.

VI.  Tumores renales.

VII.  Tumores hepaticos.

VIII.  Tumores Gseos.

IX.  Tumores de los tejidos blandos.

X. Tumores de células germinales, trofoblasticas y otras neoplasias gonadales.
XI.  Carcinomas Yy otras neoplasias epiteliales malignas.

XIl.  Otras neoplasias malignas inespecificas.

Los registros de cancer como de cualquier otra enfermedad son una herramienta muy
util para conocer la dimension del problema a nivel poblacional, sin embargo, no existen
registros sistematicos y confiables en todos los paises. La incidencia mundial de cancer en los
nifios se encuentra entre 100 a 150 por cada 100 000**'2, En general tanto la frecuencia como la
incidencia son mayores para las leucemias®?. La incidencia es mayor en menores de 5 afios y
con predominio para el género femenino?*, la incidencia para EUA asciende a 137 en blancos

y 121 en negros 3, en Inglaterra 1094, Francia 137%, Italia 141, Dinamarca 138, Respecto a
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paises latinoamericanos y en vias de desarrollo se notificaron incidencias de 45'"® de esto
ultimo se infiere que hay un importante subregistro de los casos de cancer. La incidencia
mundial por edad es mayor en menores de 5 afos, disminuye en el grupo de 5 a 9 afios e
incrementa en el grupo de 10 a 14 afos. El patron de presentacion varia segun la edad, asi bien,
en menores de 1 afio predominan tumores embrionarios; en pacientes de 1 a 4 afios predominan
la leucemia linfoblastica aguda; en el grupo de 5 a 9 afios predominan las leucemias y los
linfomas e inicia la presentacion de tumores dseos; por Ultimo en pacientes de 10 a 14 afios
predominan la leucemias pero aumentan los linfomas y tumores 6seos'®. En términos
generales, se puede mencionar que la frecuencia de las neoplasias pediatricas difiere segun el
pais, sin embargo, en términos generales se observa un predominio de las leucemias, las cuales
representan entre el 30 y el 40% de todas las neoplasias, de estas ultimas las leucemias
linfoblasticas agudas son la mas frecuentes y alcanzan el 75% de todos los casos. En un
estudio se encontraron tres patrones de presentacion que varian en funcién del tipo de cancer,
pais 0 region'®. Los tres patrones se denominaron 1) Estadounidense/europeo, 2)
Latinoamericano y 3) Africano. En el primero, hay mayor incidencia de leucemia y tumores de
sistema nervioso central, en el latinoamericano predomina leucemias y linfomas, en el africano
son los linfomas®®. La incidencia de neoplasias malignas en los nifios no presenta una tendencia
clara al incremento, pero algunos informes demuestran que si ha incrementado, por ejemplo en
EUA se menciona incremento de 1% entre 1974 y 1991, en Inglaterra incremento para el

periodo de 1954 a 1988, en Dinamarca de 1943 a 1984 y en Alemania de 1980 a 1990%.

Las cifras de mortalidad son muy Utiles ya que ayudan a estimar la dimensién del
problema y a disefiar programas de atencion médica. Sin embargo, no es posible inferir la
incidencia a partir de la mortalidad, debido a que el tratamiento de los nifios con cancer ha

mejorado en forma importante y ha aumentado la sobrevida, por lo tanto, la mortalidad no es
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necesariamente reflejo de la incidencia. La mortalidad en paises desarrollados por neoplasias
malignas ha disminuido. La mortalidad mas baja se ha registrado en EUA con tasa de 30 por
100 000 y en paises europeos de 50. En paises latinoamericanos sin embargo, la mortalidad no
muestra una tendencia a la disminucién y las tasas son mayores que en los paises desarrollados,

aunque semejantes a los de los paises del este de Europa.

Los estudios enfocados a conocer la epidemiologia descriptiva de los nifios con cancer
en nuestro pais se iniciaron en el IMSS con el estudio de los nifios atendidos en la Ciudad de
México. Desde 1996 en el Hospital de Pediatria de Centro Médico Nacional Siglo XXI del
IMSS, se realiza y se mantiene un registro prospectivo de los nuevos casos que ofrece datos

valiosos sobre el tamafio, y las tendencias de este grave problema pediatrico.

TUMORES DE ESTUDIO.

Tumores de Ceélulas Pequefias Redondas y Azules.

Los tumores de células pequefias redondas y azules es el nombre histopatoldgico que
agrupa a un numero de neoplasias altamente malignas que ocurren predominantemente en la
edad pediatrica. Su nombre deriva del aspecto primitivo o embrionario altamente celular de
nucleos azul oscuro y con escaso citoplasma con la tincion de hematoxilina-eosina. En el caso
de los sarcomas que presentan esta morfologia, frecuentemente se trata de células que carecen
de marcadores de diferenciacion que permitan su identificacion especifica y esto constituye un
desafio de la patologia oncoldgica pediatrica. En el grupo de sarcomas objeto de este trabajo
de tesis se incluyen rabdomiosarcoma alveolar (RMSA), tumor neuroectodérmico primitivo o
sarcoma de Ewing (SE) y sarcoma sinovial (SS). Estos tumores se encuentran en los grupos

epidemiolégicos VIII y IX, es decir tumores dseos y tumores de los tejidos blandos
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respectivamente de la Clasificacion Internacional para los tumores pediatricos. En los datos
epidemioldgicos del IMSS estos grupos de tumores presentan una frecuencia general del 6.2 y
6.8 %. No existen aun datos sobre tasas de incidencia para categorias diagndsticas dentro de
estos grupos, y las tasas de mortalidad son la aproximacién mas cercana con que se cuenta en el
pais para estimar la dimensién del problema. Se tiene registrada una tasa de mortalidad del

2.72 en menores de 15 afios derechohabientes del IMSS de 1990 a 1994 12,

SARCOMA DE EWING O TUMOR NEUROECTODERMICO PRIMITIVO TNEPp.

El sarcoma de Ewing 6 tumor neuroectodérmico primitivo periférico (TNEPp) incluye
un grupo heterogéneo de neoplasias formadas por células redondas de pequefio tamafio, con
localizacion anatémica preferente en hueso y en partes blandas, es uno de los tumores malignos
mas indiferenciados. Estas células se derivan de la cresta neural y presenta manifestaciones
clinicas muy variadas y siempre muy malignas. En 1921 James Ewing comunicé a la New
York Society of Pathology sus observaciones sobre 7 casos de sarcomas no osteogénicos del
hueso diagnosticados en pacientes jovenes y de ahi su nombre. En 1979 Askin reporté la
existencia de un grupo de neoplasias indiferenciadas formadas por células redondas de
localizacion toraco-pulmonar, presentes también en nifios y jovenes; algunos con origen en las
costillas, aunque en otras ocasiones con origen en partes blandas que posteriormente infiltraban
hueso, por la persona que los describié a este grupo de tumores se le conoce también como
tumor de Askin. A nivel microscopico se trata de cumulos de abundantes células muy
indiferenciadas, pequefias y con muy poco citoplasma ver figuras 1 y 2. EI componente
neuroectodérmico se evidencié con la identificacion ultra estructural de la presencia de

granulaciones neurosecretoras?® y también con base en la deteccion de marcadores neurales
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mediante estudios inmunohistoquimicos en una gran proporcion de estos tumores. En 1983
Aurias y colaboradores?, reportaron una translocacion genética balanceada t(11;22)(q24;912)
presente tanto en la mayoria de TNEPp como en la mayoria de tumores de Askin, esto abrio
una nueva perspectiva conceptual y diagnostica para este grupo de sarcomas, ya que ahora se
les considera un grupo de tumores relacionados y estas translocaciones han ayudado mucho
tanto en el diagnéstico como en la comprehension de la fisiopatologia de estos tumores.
Actualmente, se considera que es un grupo o familia de tumores con un espectro fenotipico
neuroectodérmico y alteraciones genotipicas similares. Sin embargo, su morfologia
indiferenciada y la localizacion en hueso, en partes blandas, asi como en diversos territorios
organicos, hacen de este grupo de sarcomas un reto tanto para el morfélogo como para el
oncélogo clinico, no resuelto del todo en la actualidad. Se conoce muy poco acerca de los
factores etiologicos relacionados con estos tumores. Hay tendencia a producirse en gente joven
durante la fase de mayor crecimiento y en los huesos largos, correspondiendo con el periodo de
mayor crecimiento esquelético. Es infrecuente en nifios menores de 4 afios y presenta una

distribucion por sexos de 1:1 (masculino/femenino).

Se distinguen varias formas de presentacién, la méas frecuente es en hueso, seguida de
partes blanda, en rifién, cavidad abdominal, area toracica pulmonar, columna vertebral, piso
pélvico y sistema nervioso central. Referidos a hueso se pueden distinguir dos grandes grupos
que tienen significado prondstico: aquellos que se localizan en las extremidades: fémur, tibia,
peroné, huesos del pie o de la mano; y los presentes en el tronco y cabeza/cuello, pelvis,
costillas, region toracica, vértebras, etc. Los primeros tienen, en lineas generales, mejor

prondstico que los ultimos.

Debido a que la mayoria de los casos de este grupo de tumores tienen la translocacion

cromosomica que se involucra el gen EWSR1 ubicado en cromosoma 22qg12 hoy en dia este
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grupo de tumores se considera una gama o espectro del mismo tumor con diferentes grados de
diferenciacion, encontrdndose el sarcoma de Ewing en un extremo y el tumor
neuroectodérmico primitivo en el otro extremo. La translocacion que involucra los
cromosomas 11 y 22 se encuentra en casi todos los casos sin embargo se han descubierto
variantes, y no es extrafio que los perfiles inmunohistoquimicos sean aberrantes, estos aspectos

y excepciones contribuyen a la dificultad del diagnostico morfoldgico.

Figura 1. Sarcoma de Ewing en corte Figura 2. Sarcoma de Ewing 40X
microscopico tefiido con Hematoxilina y

Eosina a 20X
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RABDOMIOSARCOMA ALVEOLAR.

Los rabdomiosarcomas son sarcomas de partes blandas en los que es posible encontrar
evidencia morfoldgica, inmunohistoquimica 6 ultraestructural de diferenciacion a musculo
esquelético. EI rabdomiosarcoma alveolar (RMSA) es un sarcoma agresivo que representa
aproximadamente el 31% de todos los rabdomiosarcomas, y es el 2° en frecuencia después del
rabdomiosarcoma embrionario. Clinicamente se considera un tumor maligno de nifios y
adolescentes, aunque tiende a presentarse en un grupo de mayor edad que los
rabdomiosarcomas embrionarios con un pico de incidencia entre 10-25 afios. Se presenta
frecuentemente en partes blandas de las extremidades, aunque también se puede localizar en
cabeza, cuello, regidn perineal, regiéon para-espinal y senos paranasales. La localizacién en
mama es una localizacién rara, que se ha descrito en la literatura tanto como localizacién
primaria como metastasica. Otras localizaciones metastasicas, son los ganglios linfaticos,
pulmén y otras visceras. La infiltracion difusa en la médula dsea puede plantear diagnostico
diferencial con leucemias. En cortes de hematoxilina y eosina se caracteriza por camulos de
células separadas por haces de matriz extracelular que evocan las estructuras alveolares de los
pulmones y de ahi su nombre, ver figuras 3 y 4, sin embargo no siempre se encuentran estos
componentes y el desafio para distinguirlo de SE ha empujado a la busqueda y descubrimiento

de marcadores inmunohistoquimicos que los distingan.

El fenotipo inmunohistoquimico de estos tumores se caracteriza por la expresion de
diferentes proteinas indicadores de compromiso hacia el linaje muscular. Las tinciones
relacionadas con el gene Myo-D1 muestran un patron de expresion difusa nuclear fuerte, sin
embargo en algunos casos no es posible encontrar estas evidencias y de ahi la dificultad en la

discriminacion con otros tumores de células pequefias redondas y azules. Los estudios
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citogenéticos en este tumor durante los Gltimos 30 afios han mostrado de forma recurrente y
especifica la presencia de translocaciones cromosomicas en el RMSA que involucran los
cromosomas 2 y 3. La deteccidn de esta anomalia cromosomica mediante el analisis del ARNm
quimérico permite apoyar el diagndstico diferencial de este tumor con otros rabdomiosarcomas
y con otros tumores de células redondas y pequefias. La alteracion mas frecuente, que se
observa aproximadamente en un 70-85% de los casos, es la translocacion t(2;13)(g35;q14), la
cual yuxtapone el gen PAX3 del cromosoma 2 con el gen FOX2 del cromosoma 13, ambos

genes son reguladores de la expresion de otros genes.

Dentro de los factores pronosticos dentro de los rabdomiosarcomas en general, los més Utiles
son: el grado de extension de la enfermedad al diagnoéstico, localizacion del tumor primario y

tipo histoldgico siendo el alveolar el que presenta peor pronostico.

Figura 3. Rabdomiosarcoma Alveolar en Figura 4. Rabdomiosarcoma Alveolar 40X
corte microscépico tefiido con Hematoxilina

y Eosina 20X
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SARCOMA SINOVIAL

El sarcoma sinovial (SS) no es el mas frecuente en los adolescentes y adultos jovenes.
El pico de incidencia esta en la 3? década, aproximadamente el 30% de los casos ocurren en
pacientes de menos de veinte afios de edad, y los hombres son mas afectados que las mujeres
(raz6n masculina / femenino alrededor de 2:1). A pesar de su nombre, el sarcoma sinovial no
surge a partir de tejido sinovial, sin embargo frecuentemente se encuentran muy cerca de las
bolsas sinoviales de tendones y de ahi su nombre. Como con la mayoria de los sarcomas de
tejidos blandos, la patogénesis del SS es todavia desconocida y no estan bien establecidos los
factores de riesgo. Los SS pueden surgir en cualquier lugar de las partes blandas del cuerpo. La
presentacion clinica mas frecuente es una masa de lento crecimiento en los tejidos blandos de
las extremidades inferiores, especialmente alrededor de la rodilla y el tobillo, y el tumor esta a
menudo cerca de un tenddn o bursa. La presentacion en otros lugares como cabeza y cuello,
pared abdominal, retroperitoneo, mediastino, pleura, rifiones, pulmones y otros érganos son
menos comunes. Varios son los sintomas que pueden estar relacionados con este tumor, aunque
la masa indolora sigue siendo la presentacion mas frecuente. Dificultad en la deglucion y la
respiracion, o la alteracion de la voz, por ejemplo, pueden asociarse con el SS de la regién de
cabeza y cuello. El dolor puede estar relacionado con la compresion de los nervios por la masa
tumoral. Debido a que el tumor crece lentamente, los sintomas pueden estar presentes durante
largo tiempo lo que puede retrasar el diagnéstico. EI prondstico de los pacientes con SS se
relaciona con la viabilidad de la reseccion quirurgica, el tamafio del tumor, y la invasién. Los
pacientes con tumores pequefios que se pueden eliminar completamente al inicio del
tratamiento y tienen un prondstico excelente. Para los pacientes con metastasis a distancia, el

prondstico en general es pobre.
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A nivel genético, el SS se caracteriza también por una translocacion cromosémica
recurrente y especifica que involucra el los cromosomas X y 18 t(X;18) (p1l, ql1). En la
Gltima clasificacion de la OMS sobre tumores 6seos y de tejidos blandos, el SS esta clasificado
entre los tumores malignos de diferenciacion incierta, carente de contrapartida de tejido
normal®>. A nivel histolégico los SS pueden presentarse como mono o bifasicos. Los
monofasicos o los indiferenciados constituyen el reto diagnostico ya que resulta dificil
distinguirlo de otros tumores de células pequefias redondas y azules.
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Figura 5. Sarcoma Sinovial en corte Figura 6. Sarcoma Sinovial 40X
microscopico tefiido con Hematoxilina y

Eosina 20X

MANIFESTACIONES CLINICAS.

Desde el punto de vista clinico estos tumores se manifiestan como masas Yy
deformaciones anatdémicas, distension de la cavidad que lo contiene, dolor, compresion de
estructuras vasculares, medulares o mediastinales o por efecto de las metastasis. Es frecuente la

presencia de signos inflamatorios que persisten a pesar del tratamiento anti inflamatorio. Los
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sintomas atribuibles a este tipo de tumores suelen estar presentes varios meses antes de que se
Ilegue al diagndstico. Suelen producir fiebre y afectacion al estado general. La localizacion es
lo que determina las caracteristicas clinicas y los sintomas descritos por los pacientes. Los
localizados en el SNC suelen manifestar signos de hipertension endocraneana como cefalea y
vomito, signos cerebelosos, convulsiones o cambios en la conducta. Lo tumores localizados en
cabeza y cuello suelen estar relacionados con obstruccion de la via aérea superior como
ronquidos anormales, respiracion oral, voz nasal, halitosis, con presencia de secreciones
anormales por la fosas nasales, conducto auditivo externo o boca. En el torax, los cuadros
clinicos asociados a tumores tiene caracter sindromatico determinado por la compresion de las
estructuras del mediastino, en especial la traquea y el eséfago originan tos, disnea, cianosis,
sibilancias, disfonia o disfagia. En ocasiones el primer signo de la enfermedad es una fractura

patoldgica.

METASTASIS Y ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

El término metastasis desde el punto de vista oncoldgico alude a la diseminacion o
propagacion de células cancerosas a otro lugar diferente al sitio original o primario. La via de
diseminacion depende de la estirpe de la célula maligna sin embargo en general ocurre por via
sanguinea o linfatica en la mayoria de los casos. Al diseminarse las células forman un nuevo
tumor distante o secundario a la localizacion inicial. La migracion metastasica comienza con la
ruptura de los limites naturales del tejido, fendmeno que se denomina invasion local y
posteriormente ocurre la extravasacion que es la entrada de las células tumorales en la
circulacion sanguinea o linfatica del organismo, el fendmeno metastasico implica también la
salida de la circulacién hacia el sitio de desarrollo metastasico. La enfermedad minima residual

se define como la presencia de células o masas tumorales que no se pueden detectar por
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metodologias de imagenologia convencionales y que por lo tanto requiere de técnicas
microscopicas 0 moleculares para su deteccion®. Aproximadamente el 25% de los pacientes
afectados por estos tumores tienen metastasis frecuentemente a pulmén y detectables al

momento del diagndstico.

DIAGNOSTICO INTEGRAL

El diagnodstico del cancer estd basado como la mayoria de las enfermedades en la
integracion de los datos de la historia clinica, el examen fisico, los hallazgos de laboratorio, de
gabinete y sobre todo en el analisis morfolégico de una biopsia de la masa tumoral. El
diagndstico histopatoldgico de estos tumores se realiza a través del examen microscopico de
una muestra de tejido tumoral. Es de suma importancia mencionar que el abordaje diagnostico
debe de comenzar con microscopia de luz convencional en el contexto de la historia clinica
completa. Cuando la morfologia plantea un desafio diferencial entre estas tres entidades
tumorales, se emplean técnicas de inmunotincién ya que con estas es posible identificar la
presencia de proteinas asociadas a miogénesis, a neurogénesis 0 a otros procesos biolégicos

asociados al proceso maligno.

» Inmunohistoquimica.

La técnica inmunohistoquimica se fundamenta en la reaccién Antigeno — Anticuerpo, el
anticuerpo es el reactivo fundamental que permiten marcar antigenos celulares y tisulares,
generalmente proteinas. La reaccion antigeno anticuerpo en la técnica de inmunohistoquimica
es incolora y para hacerla evidente, se utilizan sistemas de amplificacion y revelado que
involucra el empleo de anticuerpos secundarios acoplados a enzimas y sustratos, que al

reaccionar precipitan creando sustancias cromogénicas visibles en el microscopio de luz. Los
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marcadores inmunohistoquimicos se caracterizan por tener una buena sensibilidad, sin

embargo, la especificidad tiende a no ser tan buena.

» Marcadores Miogénicos.

Estos marcadores son utiles en el diagnostico de rabdomiosarcoma alveolar; sin embargo,
este tumor expresa de forma variable varios marcadores miogénicos como desmina, actina
musculo especifico, actina sarcomérica, miosina, mioglobina etc. La utilidad diagnostica de
estos marcadores se ve disminuida por el hecho de que a excepcion de la actina musculo
especifico, muchos de estos marcadores son poco sensibles 0 no se encuentran en el tumor. El
marcador mas importante para el marcaje de diferenciacion hacia fibras de musculo estriado, es
la miogenina ver figura 7; producto del gen MYF4 y la cual es una proteina involucrada en las

fases tempranas de la diferenciacion hacia musculo estriado.
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Figura 7. Tincion por inmunohistoquimica de RMSA usando anticuerpo contra miogenina, el

color café-ocre indica la presencia de miogenina. Amplificacion 5X
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» Marcadores Epiteliales.

La demostracion inmunohistoquimica de diferenciacion epitelial se ha establecido y es
importante en el diagndstico del SS poco diferenciado ver figura 8. Es importante mencionar
que los anticuerpos anti-citoqueratinas no se expresan en mas del 50% de los SS poco
diferenciados y que la citoqueratina de alto peso molecular es més sensible que la de bajo peso

molecular para estos objetivos.

Figura 8. Tincién por inmunohistoquimica de SS usando anticuerpo contra citoqueratina.

Amplificacion 40X.
» Marcadores Neuroectodérmicos.

Se han utilizado para identificar SE y TNEP, el marcador de diferenciacion neuronal méas
sensible es la enolasa neuronal que tiende a ser positivo en la mayoria de casos de TNEP figura
9, aunque la especificad ha probado ser baja en estos casos . EI CD99 representa otro marcador
atil en la discriminacion de este tumor, es una glicoproteina de superficie codificada por el gen

MIC2 este se expresa preferentemente en los tumores que pertenecen al grupo SE y TNEP; sin
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embargo, es importante mencionar que no es especifico ya que las neoplasias que pueden

expresar CD99 son muchas.

Figura 9. Sarcoma de Ewing marcado por inmunohistoquimica con Enolasa amplificacion 5X.

ESTUDIOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES

Aunque se pensaba que las translocaciones cromosdmicas eran eventos 0 accidentes
genéticos que ocurrian exclusivamente en tumores de la estirpe hematopoyética, la
acumulacién de estudios citogenéticos de tumores solidos han demostrado la presencia de
translocaciones no aleatorias; es decir recurrentes en sarcomas tanto de adultos como
pediatricos. Los estudios moleculares de estas translocaciones cromosomicas han revelado que
cada translocacion corresponde a una fusion distintiva de genes asociada a cada categoria de
sarcomas. Estas translocaciones representan la alteracion genética con mas relevancia desde el

punto de vista clinico, ya que pueden usarse como marcadores moleculares de las celulas
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tumorales susceptibles de ser usados para apoyar el diagnostico histopatologico vy
potencialmente para rastrear la presencia de células tumorales usando pruebas moleculares
basadas en la reaccion de polimerasa en cadena que tienen alta sensibilidad al ser posible
detectar cantidades minusculas de moléculas de ARNm. En la actualidad se han caracterizado a
nivel molecular las translocaciones recurrentes en 12 categorias de sarcomas, y entre estas 12
entidades se encuentran los tres tumores pediatricos de células redondas, pequefias y azules,

que son objeto de estudio en esta tesis y que han sido mencionados previamente.

BIOLOGIA MOLECULAR DE LAS TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS

Desde el punto de vista molecular estas translocaciones interrumpen genes que se
encuentran en los puntos de ruptura de los cromosomas involucrados, y la yuxtaposicion de las
porciones cromosémicas involucradas produce genes quiméricos como se ilustra en la figura
10. Esta nueva configuracion genética frecuentemente involucra segmentos intronicos de DNA,
y cuyo tamarfio varia en el rango de miles de pares de bases?*. Por esta razon, resulta muy dificil
usar solamene la reaccién de polimerasa en cadena (PCR) para detectar las translocaciones a
partir de DNA gendmico. Sin embargo estas nuevas configuraciones genéticas, generan
proteinas quiméricas con propiedades funcionales alteradas?®, generalmente involucrando
factores de transcripcion que son proteinas reguladoras de la expresion de otros genes?®.
Debido a que estos genes quiméricos son transcripcionalmente activos y los intrones son
eliminados durante el proceso de transcripcion acortando el tamafio del ARNm, es posible
identificar los puntos de fusion en el ARNm quimérico. Entonces estas translocaciones
cromosomicas han sido caracterizadas e identificadas por tecnicas moleculares usando la RT-
PCR es decir la transcripcion inversa haciendo copias de DNA a partir de ARNm y acoplando

la reaccion de polimerasa en cadena a partir del DNAc de las muestras tumorales?’.
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Figura 10. Fundametos genéticos y moleculares de las translocaciones cromosdmicas.

TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS EN SARCOMAS

El rabdomiosarcoma (RMS) es el sarcoma de partes blandas mas comuin en la infancia.
Los dos subtipos histolégicos principales en los que se subdivide el RMS son el alveolar
(RMSA) y el embrionario (RMSE). Para el subtipo embrionario no se han descrito hasta el
momento translocaciones especificas. En el subtipo alveolar se han descrito las translocaciones
t(2;13) (g35; ql14) en aproximadamente un 55% de casos y t(1; 13) (p36; q14) en un 22% de los
casos. Estas translocaciones involucran los genes PAX3 y PAX7, localizados en los
cromosomas 2 y 1, respectivamente. Se cree que esta desregulacién conlleva una alteracion
biolégica muy importante con efectos sobre los mecanismos moleculares que controlan la
proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion y la movilidad. Esta aceptado que el subtipo
embrionario tiene mejor prondstico que el alveolar, por eso la importancia de su correcta

identificacion.
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Sarcoma de Ewing (SE)/Tumor neuroectodérmico primitivo periférico (PNET).

Caracteristicamente, los tumores de esta familia albergan la translocacion t(11;22)
(924;922) que yuxtapone el gen EWSR1 con FLI1 (presente en aproximadamente un 85% de
casos). Tambien se detecta la translocacion EWSR1-ERG (en alrededor del 9-14% de los
casos). Un pequefio porcentaje de tumores (entre el 1 y el 5%) presenta también otras
translocaciones entre EWSR1 y otros genes relacionados estructuralmente con FLI (EWSR1-
ETV1, EWSR1-ETV4 y EWSR1-FEV). Diversos hallazgos apuntan que la presencia de la

translocacion basta para provocar la transformacion oncogénica.
Sarcoma sinovial.

Los genes asociados al punto de ruptura son SYT, en el cromosoma 18 y los genes SSX
situados en el cromosoma X, SSX1 t(X;18) (p11.2; g11.2), SSX2 t(X;18) (p11.2;q11.2) y muy
raramente SSX4 (X;18) (pl11.2;q13). Las tres translocaciones son especificas del SS. La
translocacion se ha descrito en las células fusiformes caracteristicas de este tumor, asi como en
su componente epitelial. La presencia de translocaciones entre SYT y los genes SSX en
practicamente todos los casos de sarcoma sinovial sugieren que el producto de la translocacién
tiene un papel central en la oncogenicidad de las células que componen este tumor. El gen
SYT, también conocido como SS18, parece ser un gen expresado de forma ubicua y la proteina
por la que codifica parece tener una funcion en el remodelado de la cromatina, asi como en la
activacion transcripcional a través de su interaccion con el complejo desacetilador de histonas y

represores transcripcionales.
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DNA, RNA Y PROTEINAS

En el nucleo celular se encuentra la informacién genética. Esta informacion se
encuentra codificada en secuencias de bases de las moléculas de DNA que son macromoléculas
poliméricas organizadas de manera lineal en 23 pares de cromosomas en el caso del genoma
humano. La transferencia de informacion del nucleo al citoplasma ocurre a traves del proceso
de la transcripcion que involucra RNA que es quimicamente similar al DNA, excepto por
contener uracilo y que en contraste con el DNA que es una doble cadena, el RNA esta formado
por una cadena sencilla. La informacion “exportada” del ntcleo al citoplasma se convierte en
aminoéacidos a traves del proceso de traduccién que involucra la sintesis de proteinas a partir de
RNA. Las enzimas involucradas en estos procesos se emplean como herramientas de la
biologia molecular, por ejemplo la DNA polimerasa es central en la reaccion de PCR para
amplificar cantidades pequefias de DNA, o la transcriptasa reversa (que usan los virus de RNA)
hace copias de DNA (cDNA) a partir de moldes de RNA. El entendimiento de estos conceptos
ha permitido conocer a nivel molecular los fundamentos fisiopatoldgicos de muchas
enfermedades incluyendo el cancer. Las translocaciones cromosémicas, su funcionamiento y el

potencial uso de estas marcas genéticas en cancer es una area activa de investigacion.

FUNDAMENTOS DE RT-PCR

Se trata de una combinacién de PCR acoplada a otra reaccién enzimatica previa que consiste en
sintetizar DNA a partir de RNA con la enzima viral retrotranscriptasa o transcriptasa reversa.
El DNA producido por esta enzima se usa como molde en la PCR. Esta estrategia experimental

permite aprovechar la sensibilidad de la PCR para detectar RNA mensajeros previamente
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convertidos en DNA lo que constituye el fundamento de la deteccion de las translocaciones

cromosomicas en los tejidos tumorales objeto de estudio de esta tesis.

CORRELACION CLINICO MOLECULAR

La importancia de correlacionar los datos moleculares es decir la deteccion de las
translocaciones mediante RT-PCR con los datos clinicos, tiene objetivos y utilidad importantes.
En primer lugar, la deteccion de estas translocaciones en el tejido tumoral, puede apoyar a
establecer el diagndstico de certeza en aquellos tumores que es imposible determinar su estirpe
oncologica mediante morfologia e inmunohistoquimica; en segundo lugar las correlaciones
clinicas permiten establecer el posible uso de estas determinaciones como biomarcadores
moleculares de rastreo de células malignas en sangre. Esto tiene el potencial de impactar
positivamente en la sobrevida de los pacientes portadores de este tipo de tumores. Este trabajo
se enmarca dentro de estas exploraciones y tiene la intencion de usar las estadificaciones
clinicas, como evidencias médicas que puedan orientar y revelar el significado y con esto la
utilidad de la identificacion de translocaciones circulantes en sangre al momento del

diagnostico de estos pacientes.
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JUSTIFICACION

Entre los tumores de células pequefias redondas y azules se encuentran el sarcoma de Ewing,
tumor neuroectodérmico primitivo, rabdomiosarcoma alveolar y sarcoma sinovial que
comparten caracteristicas morfoldgicas, por lo que su diagnostico debe ser precisado por
estudios de inmunohistoquimica. La descripcion de translocaciones recurrentes, especificas y
transcripcionalmente activas en este grupo de tumores, ha abierto una oportunidad para precisar
mediante el analisis de RNA de estos tumores con RT-PCR el diagnostico morfoldgico.
Ademas ofrecen la oportunidad de explorar el empleo de esta herramienta molecular en la
estadificacién oncoldgica y en el rastreo de células tumorales circulantes. En esta tesis se
propuso explorar si esta herramienta molecular es Gtil para apoyar la estadificacion oncoldgica

al momento de la presentacion y diagnostico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se conoce cudl es el significado bioldgico o clinico de la identificacion de translocaciones
cromosOmicas en sangre periférica de estos pacientes al momento de la presentacion y el

diagnostico.
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HIPOTESIS

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

sangre se correlacionaran con el estadio oncologico asignado al momento del

diagnéstico.
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OBJETIVOS

General
Correlacionar hallazgos moleculares en la sangre periférica de los pacientes reclutados

con la estadificacion clinico-oncoldgica de los pacientes reclutados.
Especificos

a. Revisar los expedientes de los pacientes reclutados para extraer los estadios
oncologicos asignados al momento del diagnostico.

b. Analizar y describir las caracteristicas del grupo reclutado, diagnostico
histopatolégico, edad, género, localizacion anatomia del tumor y estadio
oncologico al momento del diagnostico.

c. Correlacionar los hallazgos moleculares (deteccion de translocaciones) en

sangre periférica con el estadio oncoldgico correspondiente.
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MATERIAL Y METODO

Se tomaron muestras de sangre periférica previas a tratamiento de pacientes con sospecha de
tumor de células pequefias redondas y azules. Se utilizaron muestras de tejido de la biposia
diagndstica para la identificacion de translocacaciones cromosomicas especificas. Se
obtuvieron los datos clinicos de los archivos hospitalarios, del Hospital de Pediatria de Centro
Médico Nacional Siglo XXI (HP) y del Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIM). Se
incluyeron los siguientes datos para la descripcion del grupo edad, género, tipo de tumor,
localizacion anatdmica, diagnostico histopatologico, diagnoéstico molecular y estadio

oncologico.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO Y TAMANO DE LA MUESTRA.

Este estudio formo parte de un esfuerzo colaborativo inter-institucional, como parte de un
protocolo de casos semejantes que se llevd a cabo entre el Hospital de Pediatria del CMN
SXXI, IMSS, y el Hospital Infantil de México Federico GoOmez. Se estudiaron
prospectivamente los casos de nifios diagnosticados con sarcoma sumando la casuistica de
ambos hospitales durante 4 afios del 2008 al 2013, para evaluar la utilidad de detectar células
tumorales circulantes con RT-PCR de translocaciones cromosomicas especificas. Los nifios
que se estudiaron prospectivamente se captaron en el momento en que se diagnosticaron con
“probable sarcoma” por miembros de los departamentos de Oncologia y/o Cirugia de ambos
hospitales e implico la toma de 4 muestras de sangre a lo largo del primer afio de atencion en
estos hospitales, es decir una cada 4 meses. Esta tesis se limita al andlisis de los resultados
moleculares de la primera de estas 4 muestras. En el momento de incorporarlos al estudio, se
tomo6 una muestra inicial de sangre periférica de 4 cc, que se fracciond. Los componentes
celulares se lisaron en una solucidn caotrdpica (reactivo trizol) para conservar las moléculas de
RNAmM y se mantuvieron a —70° C para su procesamiento posterior. A partir de la biopsia
diagnostica o una muestra tumoral de tejido tumoral fresco, se procedid a la extraccion del
RNA total y al ensayo de RT-PCR para identificar la translocacion mas frecuentemente
reportada para cada tumor. Para Sarcoma de Ewing se buscO la translocacion de los
cromosomas 11 y 22 t(11;22)(g24:q12); para el Rabdomiosarcoma Alveolar se buscaron las
translocacion de los cromosomas 2 y 13, t(2;13)(p36;q14) y t(1;13)(g35;q14); para el Sarcoma

Sinovial se buscaron la translocacion de los cromosomas X y 18 t(x;18)(p11.23;q11) .

Una vez identificada la translocacién en el tumor primario, se procedié a ensayar la reaccién
correspondiente en la muestra de sangre. Se incluyeron en este estudio solo los casos en que fue

posible identificar alguna translocacion cromosomica en el tumor.
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Los padres de los nifios participantes fueron informados sobre este estudio e invitados a
participar a través de una carta de consentimiento informado de la cual ellos conservaron una

copia, en el caso de nifios a partir de 6 afios se obtuvo su asentimiento.

Tanto el manejo de las muestras como los analisis moleculares para documentar las
translocaciones fueron realizados en coordinacion con la Dra. M. Verénica Ponce y la Dra.
Pilar Eguia del Hospital Infantil de México. La recopilacion de los datos clinicos y las
correlaciones con los hallazgos moleculares, fueron realizadas como parte de esta tesis de
especialidad en colaboracion con los médicos oncélogos y patdlogos adscritos de ambos
hospitales. Los datos clinicos relevantes se capturaron en una base de datos disefiada y

mantenida por la Dra. Verdnica Ponce.

ANALISIS DE DATOS

Los datos moleculares generados a partir de los tejidos coleccionados, fueron analizados
para determinar la asociacion entre presencia o ausencia de transcritos quiméricos en sangre
periférica y diversos parametros clinicos como diagnostico, estadio clinico del tumor al

momento de la presentacion, edad al momento del diagndstico, género y localizacion del tumor.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Las determinaciones moleculares se llevaron a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular de
la UIMEIP, del Hospital de Pediatria del CMN SXXI, o en el Servicio de Patologia del
Hospital Infantil de México. La identificacion de los casos se llevo a cabo en los Servicios de
Cirugia y de Oncologia de los Hospitales correspondientes. La toma de tejido tumoral en fresco
se realizd después de la cirugia del tumor en el departamento de Patologia cuando la cantidad

de tejido lo permitio y la tarea estuvo a cargo del personal médico de esos Servicios.
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La busqueda de los datos clinicos se llevo a cabo en los archivos clinicos de los hospitales y a

través de los datos contenidos en el expediente electronico del Hospital de Pediatria del IMSS.

Tipo de estudio:

Poblacion objetivo:

Criterios de seleccién

Criterios de Inclusién:

Criterios de Exclusion:

Criterios de Eliminacion:

Prospectivo, longitudinal y descriptivo

Nifos atendidos en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI y en
el Hospital Infantil de México Federico Gomez con diagndstico

de probable sarcoma.

Nifios y nifias menores de 18 afios con sospecha diagndstica de
sarcoma de Ewing, tumor neuroectodérmico primitivo periférico,
rabdomiosarcoma alveolar o sarcoma sinovial, que se presentaron
en los Servicios de Oncologia tanto del Hospital de Pediatria del
CMN SXXI como del Hospital Infantil de Mexico, Federico

GOmez.

Casos en los que no se obtuvo RNA (til a partir del tumor
primario.

Casos en los que no fue posible obtener muestras de sangre.

Pacientes cuyos padres o tutores no autorizaron su participacion

en el protocolo.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variables Independientes: Tipo de translocacion presente en cada tumor analizado y
posteriormente la deteccion de la translocacion especifica en

muestras de sangre periférica.
Escala de Medicion: Cualitativa.

Categoria: Presencia o0 ausencia de la translocacion cromosomica
correspondiente a cada categoria diagnostica y cada tejido

analizado.

Limitaciones del estudio: ~ En algunos casos no fue posible contar con tejido tumoral

suficiente para realizar los ensayos enzimaticos.
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RESULTADOS

En total se reclutaron 31 pacientes y se incluyeron en este trabajo solo los 26 pacientes
diagnosticados con alguno de los siguientes tumores de tejidos blandos Sarcoma de Ewing,
RMSA o SS, y en los que se identifico alguna de las translocaciones cromosomicas especifica
para estos tumores. Catorce pacientes se reclutaron en el Hospital de Pediatria de Centro
Médico Nacional SXXI del IMSS (HP) y doce pacientes se reclutaron en el Hospital Infantil de
México (HIM). A todos estos pacientes se les tomd muestra de sangre periférica poco tiempo
después del diagnostico histopatolégico para detectar translocaciones cromosémicas especificas
en la sangre, sin embargo solo en 12 pacientes fue posible obtener la primera muestra
sanguinea antes de iniciar la quimioterapia, por lo que los analisis de correlacién se hicieron

solo con los datos de estos 12 pacientes.

De los 26 paciente 16 corresponden a varones y 10 a mujeres. En ambas instituciones se

observa mayor numero de varones como se aprecia en la figura 11.
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Figura 11. Distribucion de casos reclutados por género, por institucion y totales.
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En los pacientes sujetos de estudio de acuerdo con la edad se observaron mas casos en el grupo
de mayores de 12 afios en ambas instituciones. La distribucion por edad por institucion es

similar a la distribucion total de los pacientes como se aprecia en la figura 12.
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Figura 12. Distribucién de los casos estudiados de acuerdo al grupo de edad y por hospital.
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Respecto al tipo de tumor de manera general en ambas instituciones se observé la misma
distribucion; es decir, més pacientes con sarcoma de Ewing, seguidos de rabdomiosarcoma
alveolar y por ultimo sarcoma sinovial. Esta distribucion también corresponde con las

frecuencias reportadas internacionalmente para estos tumores, ver figura 13.

16
14
12
B EWING
10
B ARMS

WSS

L= I S A -]

HP HIM TOTAL

Figura 13. Distribucién de las categorias diagnosticas estudiadas y disgregadas por hospital.
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Para la determinacion del estadio oncoldgico se utiliza la escala TNM (Tumor, Nédulo,
Metastasis), escala de estratificacion creada y usada de manera global por la American Joint
Comittee on Cancer (AJCC). Lo anterior se basa en la evaluacion de la extension del tumor
primario a través de ganglios linfaticos y la presencia de metastasis. En términos muy generales
el estadio | se refiere a la descripcidon, tamafio, localizacién y grado de invasion local del tumor;
el estadio Il al grado de invasion local; el estadio Il describe los ganglios linfaticos cercanos
como invadidos por células tumorales y estadio IV presencia de metéstasis o tumores
inoperables. EI mayor nimero de pacientes se diagnosticaron en el estadio Ill, los datos se

observan en la figura 14.
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Figura 14. Estadificacion oncoldgica TNM general de los casos estudiados al momento

del diagnostico disgregados por hospital.
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La localizacién anatémica tumoral global més frecuente fue en extremidades y cabeza; en 3
pacientes fue imposible determinar la localizacion primaria ya que al momento del diagndstico

la localizacion tumoral era maltiple ver figura 15.
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Figura 15. Localizacion anatdbmica al momento del diagndstico de los tumores en los casos

analizados disgregados por hospital.
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SARCOMA DE EWING

Como se puede apreciar en la figura 16 en los casos de Sarcoma de Ewing se observo

predomino en varones en ambas instituciones.
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Figura 16. Distribucion por género de los casos de Sarcoma de Ewing totales disgregados por

hospital.
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En Sarcoma de Ewing el grupo de edad con mayor nimero de casos fue en mayores de 12 afios

lo cual corresponde a lo reportado en la literatura figura 17.
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Figura 17. Distribucion de casos con Sarcoma de Ewing por grupos de edad disgregados por

hospital.
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En los pacientes estudiados con Sarcoma de Ewing, el estadio 111 representd el mayor nimero

de casos al momento del diagnostico, figura 18.
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Figura 18. Distribucion de estadios oncologicos de sarcoma de Ewing en el sistema TNM

disgregados por hospital.
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La localizacién anatémica al momento del

predominantemente en extremidades figura 19.

o]

[y

2 2
11 11 11
A

diagnostico en Sarcoma de Ewing fue

H HP
uHIM
m TOTAL

CABEZA CUELLO TORAX ABDOMEN  EXTREMIDAD INESPECIFICO

Figura 19. Distribucion de la localizacion anatémica de los casos diagnosticados con sarcoma

de Ewing disgregados por hospital.
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RMSA

El Rabdomiosarcoma Alveolar es el segundo tipo de tumor de tejido blandos mas frecuente de
los pacientes de este estudio, con un total de 7 pacientes con ligero predominio de varones en

este estudio como se ve en la figura 20.

3,5
3
2,5
m HOMBRE
2 ® MUJER
1,5
1
0,5

HP HIM TOTAL

Figura 20. Distribucion por género de los casos diagnosticados con rabdomiosarcoma alveolar,

disgregados por hospital.
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En la distribucion por grupos de edad de rabdomiosarcoma alveolar no se observa una
agrupacion franca y esto es muy probable que se deba a que el grupo es demasiado pequefio

como se observa en la tabla 1.

CASOS DE RMSA POR EDAD

HP HIM |TOTAL
0-5 ANOS 1 0 1
6-11 ANOS 1 2 3
>12 ANOS 1 2 3

Tabla 1

La estadificacion oncoldgica de los pacientes con Rabdomiosarcoma alveolar muestra mayor
namero de casos en estadio Il y estadio IV. La localizacion anatdmica mas frecuente se
observa en cabeza. Los datos anteriores y su distribucion especifica por institucion se muestran

enlastablas 2y 3.
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CASOS DE RMSA POR ESTADIO

ONCOLOGICO
HP HIM | TOTAL
ESTADIO | 0 0 0
ESTADIO 11 0 0 0
ESTADIO IlI 3 1 4
ESTADIO IV 0 3 3
Tabla 2

CASOS DE RMSA POR LOCALIZACION

HP

HIM

TOTAL

CABEZA

4

CUELLO

TORAX

ABDOMEN

EXTREMIDAD

INESPECIFICO

Tabla 3
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SARCOMA SINOVIAL

El sarcoma sinovial fue el tumor con menor frecuencia en este estudio, 4 pacientes son
el nimero total de casos entre las dos instituciones sin predominio de género (Tabla 4). Los
cuatro casos pertenecen al grupo de mayores de 12 afios de edad (Tabla 5), con estadios
oncologicos distribuidos en etapas tempranas y avanzadas (Tabla 6), la localizacion anatomica

predominante no se puede establecer por el nimero reducido de pacientes (Tabla 6).

CASOS DE SS POR GENERO

HP HIM | TOTAL

HOMBRE 1 1 2

MUJER 2 0 2

Tabla 4

CASOS DE SS POR EDAD

HP | HIM | TOTAL
0-5 ANOS 0 0 0
6-11 ANOS 0 0 0
>12 ANOS 3 1 4
Tabla 5
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CASOS DE SS POR ESTADIO

HP HIM | TOTAL
ESTADIO | 0 1 1
ESTADIO 11 0 0 0
ESTADIO I 2 0 2
ESTADIO IV 1 0 1
Tabla 6

CASOS DE SS POR LOCALIZACION

HP |HIM| TOTAL
CABEZA 0 1 1
CUELLO 1 0 1
TORAX 0 0 0
ABDOMEN 1 0 1
EXTREMIDAD 1 0 1
INESPECIFICO 0 0 0

Tabla 7
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RESULTADOS MOLECULARES.

Como se menciond con anterioridad a los pacientes incluidos en este estudio se les identifico
translocacion cromosomica especifica para cada tipo de tumor presentado. Sélo en 12 pacientes
fue posible la toma de muestra de sangre periférica antes del inicio del tratamiento con
quimioterapia para la identificacion de translocacion cromosomica especifica en sangre,
mediante técnica RT-PCR a la cual se le denominé M0 (Muestra cero). La muestra de sangre
posterior al inicio de quimoterapia de denominé M1 (Muesgra 1) Los resultados de RT-PCR se
expresaron como positivos al identificar la translocacion y negativos al no ser detectada dicha
translocacion denominandose M0+ y MO- respectivamente. Asi mismo la identificacién de
translocacion en muestras de sangre posteriore a la quimioterapia se denomino M1+. De los 12
pacientes con muestra de sangre previa a la quimioterapia, 6 fueron MO+; 5 son varones y una
mujer, de ellos 5 pertenecen al HIM y 1 al HP como se aprecia en la tabla 8. En los casos MO+
no se observd una distribucion especifica por edad como se observa en la tabla 9, encontrando
casos MO+ en los 3 grupos de edad. Respecto a la distribucidn anatémica de los tumores M0+,
tres de los 6 pacientes se originaron en extremidades que corresponde a la localizacion mas
frecuente de Sarcoma de Ewing como se observa en la tabla 10. De los casos MO+, 5
corresponden a Sarcoma de Ewing, y 1 a rabdomiosarcoma alveolar como se ve en la tabla 11.
De manera sobresaliente y para efectos del objetivo principal de este trabajo, en la tabla 11 se
muestra que no se encontrd relacion M0+ con el estadio oncoldgico ya que se encontraron
casos MO+ en estadios I, 11l y IV con mayor nimero de casos en estadio Ill. En la misma tabla
se describen los resultados de MO y M1 por estadio oncoldgico y por diagnéstico de los 26
pacienes. Asi mismo se muestra la relacién clinico molecular en pacientes con translocacion
especifica posteior al inico de quimioterpia M1+, encongrando 6 pacientes con traslocacion

cromosOmica en estadios 111y V.
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M. SANGRE CON TRANSLOCACION POR

GENERO
HP HIM |TOTAL
HOMBRE 1 4
MUJER 0 1
Tabla 8
MUESTRA DE SANGRE CON

TRANSLOCACION + POR EDAD

HP HIM | TOTAL
0 a5 afios 0 2
6 a 11 afios 1 2
>12 afios 0 1

Tabla 9
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DISTRIBUCION POR LOCALIZACION

ANATOMICA DE CASOS

HP HIM | TOTAL
Cabeza 2 2
Cuello 0 0
Torax 0 0
Abdomen 0 0
Extremidades 3 3
No especificado 0 1

Tabla 10
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RELACION ENTRE ESTADIO ONCOLOGICO Y HALLAZGOS MOLECULARES

DISGREGADOS POR DIAGNOSTICO

Deteccion de Translocacion en
Primera Muestra Sanguinea
No. Estadio
Paciente Dx.Codif | Oncolégico| Sin Quimio MO Con Quimio M1
1 Ewing I positiva
2 Ewing I positiva
3 Ewing 11 positiva
4 ARMS 1l positiva
5 Ewing [l positiva
6 Ewing [\ positiva
7 Ewing 1l
8 Ewing 1
9 ARMS 11
10 ARMS 11
11 SS I
12 Ewing [\
13 SS I
14 SS v
15 Ewing 1
16 ARMS v
17 SS I
18 ARMS v
19 Ewing v
20 ARMS v
21 Ewing 1l positiva
22 Ewing 1l positiva
23 Ewing I positiva
24 ARMS 11 positiva
25 Ewing 1l positiva
26 Ewing v positiva

Tabla 11
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo la deteccion de translocaciones cromosomicas de células tumorales en muestras
de sangre periférica se ha realizado de manera experimental en pacientes con tumores de
células pequefias redondas y azules al momento del diagndstico y después del inicio de
quimiterapia. Se tomaron muestras sanguineas libre de quimioterapia en 12 de 26 pacientes
reclutados para este estudio, aunque fue posible realizar los analisis moleculares en el resto de
los pacientes (14 pacientes). La interpretacion de los resultados se ha centrado en los pacientes
con traslocacion cromosémica especifica, tanto en los virgenes al tratamiento y en aquellos que
por efecto de la quimioterapia se espera se afecten directamente los resultados, tratando de
encontrar relacion con el estadio oncoldgico. Si consideramos que 12 pacientes libres de
quimioterapia constituyen el 100 % de un grupo especifico, nuestros hallazgos indican que en
general detectamos células circulantes en el 50% de los casos. Ya que solo en 6 de estos 12
pacientes fue posible detectar la translocacion cromosomica especifica. Aunque este grupo de
estudio es muy pequefio se observa predominio de casos con diagnéstico de sarcoma de Ewing,
con estadio oncoldgico desde etapa | a la IV, debido al reducido tamafio del grupo con
muestras libres de quimioterapia es imposible establecer tendencias o agrupaciones mas
robustas. De los 26 pacienes estudiados, se detecto translocacion comosémica especifica
posterior al inicio de quimioterapia en solo 6 casos, que involucran casos con Sarcoma de

Ewing predominantemente con estadios oncoldgicos Iy IV.

Un estudio enfocado a la deteccion de células tumorales previo al inicio de quimioterapia en
pacientes con sarcoma de Ewing demostré bajo porcentaje de deteccién el cual no se
correlacioné con la sobrevida y el pronosticos de los pacientes?®. Mediante RT-PCR esta
reportado que se pueden detectar en 20 a 30 % de los pacientes con sarcoma de Ewing células
ocultas en sangre periférica y médula 6sea?®. Otro estudio ha demostrado la reduccion de
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células tumorales circulantes posterior a los ciclos de tratamiento establecidos en protocolos
oncologicos para el sarcoma de Ewing, contemplando el analisis de células de sangre periférica
antes del inicio de la quimioterapia. La monitorizacién incluyd el curso de las quimioterapias y
al término de las mismas. En su analisis de resultados encontraron la disminucion de células en
sangre periférica con translocacién cromosémica correspondiente con el método de RT-PCR.
Sin embargo, en este estudio no se correlacioné su estadio oncoldgico ni la sobrevida de los
pacientes®. En estudios realizados para sarcoma sinovial también se ha utilizado la técnica de
RT-PCR para evaluar las resecciones tumorales posterior a la extirpacion tumoral y también se

ha utilizado esta técnica para la deteccion de células tumorales residuales®..

En este trabajo se describio la relacion que existe entre la deteccién de translocacion
cromosOmica especifica en muestras de sangre periférica para cada tipo de tumor, contrastado
estos datos con el estadio oncoldgico al momento del diagnostico y posterior a la primera dosis
de quimioterapia. Tal como se observa en resultados, la frecuencia por edad y género cumple
con la tendencia general reportada en la literatura, sin embargo, la deteccion de translocacion
cromosomica al momento del diagnostico no tiene en general relacién con el estadio

oncologico.

La enfermedad residual minima es un tema angular e imprescindible para sobre todo
para evaluar la respuesta al tratamiento y recurrencia temprana de los tumores. La sensibilidad
de las pruebas moleculares aplicadas a estos escenarios clinicos promete la posibilidad de
detectar células tumorales circulantes tempranamente, sin embargo, el significado clinico de

estas detecciones es aun un asunto no resuelto.
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Anexo
%q
Carta de Consentimiento Informado

Estudio Colaborativo: “Empleo de la Transcripcion Inversa y Reaccion de Polimerasa en Cadena (RT-PCR) para Precisar el
Diagnostico de Tumores de Células Pequefias Redondas y Azules y su Valoracion Inicial para Determinar Enfermedad Residual
Minima” Registrado con el niumero:

Hospital de Pediatria del CMN SXXI, IMSS

UIMEIP / Servicio de Oncologia / Servicio de Patologia.

México D.F. a de del 200_

A quien corresponda:

Yo

declaro libre y voluntariamente que acepto que mi(nuestro) hijo(a)

participe en el proyecto de investigacion titulado “Empleo de la Transcripcion Inversa y Reaccion de Polimerasa en
Cadena (RT-PCR) para Precisar el Diagnéstico de Tumores de Células Pequefias Redondas y Azules y su Valoracion Inicial para
Determinar Enfermedad Residual Minima”, cuyo objetivo principal es tratar de detectar células tumorales que estén en la sangre
y si estan, valorar si desaparecen con el tratamiento. Los procedimientos que se realizaran me(nos) han sido explicados
ampliamente, asi como sus beneficios, consecuencias, y posibles riesgos, con garantia de recibir respuesta a preguntas y
aclaraciones en cualquier momento.

Los procedimientos consisten en:
1. Autorizar que se tome una pequefia muestra de 4 ml de sangre de mi hijo(a) antes de iniciar la quimioterapia ¢ radioterapia.
2. Que se le tome una muestra de sangre de 4 ml a mi hijo(a) cada cuatro meses por los siguientes 12 meses.

3. En el caso de que mi nifio(a) tenga alguno de los tumores mencionados, y que se le tenga que remover una parte de su tumor
como parte de su tratamiento, autorizo que se realicen varios estudios de laboratorio en ese tumor.

Es probable que mi hijo(a) se beneficie de este estudio directamente ya que el objetivo es tratar de encontrar células tumorales
en la sangre usando técnicas de laboratorio nuevas y en caso de que se encuentren, esto facilite a los médicos valorar la
respuesta de mi hijo(a) a los tratamientos que se indiquen.

Los riesgos de este estudio para mi nifio(a) consisten en un posible malestar en el momento de sacar la muestra de sangre,
aunque esto se hara con equipo especial para minimizar el posible malestar.

La participacion en este estudio es voluntaria. Es de mi conocimiento que seré libre de retirar a mi hijo(a) de esta investigacion
en el momento que lo desee, sin que esto afecte o le sea negada la atencion necesaria para su tratamiento en esta Institucion, y
gue se me entregara una copia de esta hoja de consentimiento.

En caso de alguna duda o preguntas a cerca de la participacion en este estudio, favor de llamar a la Dra. Verdnica Ponce al (55)
56 27 69 00 ext. 22408.

Nombre de los investigadores: Dra. Verdnica Ponce / Dr. Hugo Rivera / Dr. Fernando Cerecedo /

Nombre y firma del padre o tutor: Nombre del nifio(a):

Nombre y firma de un Testigo:
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