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RESUMEN

Antecedentes: El sarcoma de Ewing/TNEP (Tumor neuroectodérmico primitivo) es una
neoplasia poco diferenciada, descrito en niflos y corresponde al 12% de los tumores
primarios de hueso. Puede presentarse en tejidos blandos y en los adultos.

Métodos: Realizamos un andlisis retrospectivo de 70 casos clasificados como
neoplasias poco diferenciadas, y la identificacion del sarcoma de Ewing se hizo
utilizando el marcador de Inmunohistoquimica CD99 (anticuerpo monoclonal de
superficie de membrana) y la tincion de PAS (acido peryodico de Schiff).

Resultados: Se estudiaron 65 casos, 20 de los cuales (30.76%) fueron positivos para
CD99. De éstos 20 casos, 60% (12 casos) fueron Pas positivos. 14 son hombres y 6
mujeres (relacion hombre:mujer 1.45:1). En relacién con la edad de presentacion 65%
(13) corresponde a pacientes mayores de 16 afios, y 35%(7) al grupo de edad
pediatrico. Finalmente, 6 casos son de localizacion 6sea, y 14 extradsea.

Conclusion: Es conveniente realizar analisis exhaustivo de las neoplasia
indiferenciadas y tomar en cuenta que alrededor de 30% de los casos son Sarcoma de
Ewing, por lo que al estudiar las neoplasias indiferenciadas es necesario realizar las
pruebas de Pas y CD99 para hacer un diagnéstico preciso e impactar en el tratamiento
y el prondstico en los pacientes.



ANTECEDENTES

El Sarcoma de Ewing es una lesion de células pequefias y redondas
indiferenciadas con nucleo uniforme y escaso citoplasma. Forma parte de la familia de
sarcoma de Ewing, un grupo de tumores mesenquimales malignos que incluyen:
Sarcoma de Ewing 6seo y extradseo, al tumor neuroectodérmico primitivo (TNEP) y al

tumor de Askin (TNEP en pared toracica). (5)

El término de Sarcoma de Ewing se debe a James Ewing quien en 1921 lo
describié por primera vez, fue en una nifia de 14 afios con una lesién ésea de diafisis

del himero, al cual denominé endotelioma 6seo difuso, término ahora en desuso.

Ocupa el segundo lugar dentro de los tumores 6seos malignos en nifios y
adultos jovenes y corresponde del 10-15% de los tumores primarios de hueso.
Generalmente ocurre en edades entre 16 y 20 afios o antes de 30 afios con un pico de
incidencia a los 15 afios, siendo ligeramente mas frecuente en hombres que en mujeres

(1.5:1).(4,5)

Comparte caracteristicas genéticas similares con el tumor neuroectodérmico
primitivo (TNEP), neuroepitelioma y el tumor de Askin, todos ellos parte de la familia de
los sarcomas de Ewing(SE). EI SE/TNEP ocupa el segundo lugar de neoplasias
malignas mas frecuentes en tejidos blandos y corresponde al 20% de los sarcomas. Es

frecuente también la extensién del sarcoma de Ewing 6seo a tejidos blandos. (5)

La frecuencia del Sarcoma de Ewing 6seo en México es 1.1% dentro de las

neoplasias malignas infantiles y 18% dentro del grupo de neoplasias 6seas (14).



Puede presentarse en cualquier hueso, sin embargo es mas comuln en
extremidades inferiores (45%), seguido de la pelvis (20%), extremidades
superiores(13%), esqueleto axial y costillas (13%) y cara (2-7%). La diéfisis femoral es
la localizacibn mas frecuente. (7,8) En México la localizacion mas frecuente es en

hamero (26%), seguido de la pelvis (18%).

La histologia de éstos tumores bajo el microscopio de luz, consiste de células
pequefias y redondas con nucleo central definido que contiene cromatina fina dispersa y
nucleolo inconspicuo, con escaso citoplasma palido. De manera atipica, puede estar
conformado por células grandes, de contornos irregulares, formar pseudorosetas, con
patrén de crecimiento en nidos o fusiforme; dichas caracteristicas son compartidas con
el grupo de neoplasias poco diferenciadas o de células pequefias redondas y azules. La
actividad mitética es baja y presenta glucégeno citoplasmico demostrable con tincion de
PAS (Acido Peryddico de Schiff). Ultraestructuralmente el tumor estd compuesto por
células primitivas con superficie nuclear lisa, escasas organelas y glucégeno

citoplasmico en lagos o agregados. (5,1)

La reaccion de PAS es un indicador util para la demostracion de glucégeno en
los tejidos. Su especificidad reside en la hidrélisis de los hidratos de carbono por el
acido peyaddico durante la cual los grupos 1-2 glicol se transforman en aldehidos. Estos
aldehidos reaccionan con el &cido sulftrico de fucsina que se combina con una anilina
(Pararosanilina) y forma un compuesto color magenta. El sarcoma de Ewing, es

positivo para la prueba de PAS en 80% de los casos. (15)

La familia de sarcoma de Ewing se caracteriza por la expresion de O13, un
antigeno de superficie codificado por el gen mic 2 (CD99). CD99 es una glicoproteina

transmembrana reconocida por los antigenos de superficie 013, 12E7 y HBA71 y se
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expresa entre el 85 al 95% del SE/TNEP mediante la inmunotincion intensa que es en

la membrana citoplasmica. (4)

Molecularmente, el 95% de los pacientes con Sarcoma de Ewing presentan
translocacion cromosémica t(11;22)(g24;912) o t(21;22)(q22;q12) que resulta en la
fusion del gen EWS al cromosoma 22, y el gen FLI 1 al cromosoma 11, que es la
traslocacion mas frecuente hasta el 95%, o del gen ERG en el cromosoma 21. Esta
translocacion resulta en un factor de transcripcién quimérica que contiene un dominio
de union DNA. In Vitro, la fusiébn de EWS/ETS bloquea la diferenciacion de las células
pluripotenciales estromales de la médula 6sea, lo cual sugiere la tumorigenesis del

Sarcoma de Ewing. (4)

Las Neoplasias poco diferenciadas incluyen un grupo amplio de neoplasias que
se presentan en diferentes grupos de edad, que van desde la pediatrica a la adulta, y
ambos grupos comparten al Sarcoma de Ewing, tanto en sus caracteristicas

morfoldgicas como histoquimicas e inmunofenotipicas.

El tratamiento del Sarcoma de Ewing se basa en quimioterapia neoadyuvante,
seguida de cirugia tardia dependiente de la buena o mala respuesta a la quimioterapia
evaluada por el porcentaje de necrosis tumoral, que es un indicador prondéstico, seguida
de radioterapia de persistir la neoplasia. Otro indicador pronéstico, es la medicién
linfocitaria sérica tras la quimioterapia, con sobrevida de 58.7% a 5 afios en aquellos

pacientes con recuento linfocitario mayor a 500 celulas/mL. (10,112)

En contraste, los tumores poco diferenciados, corresponden a un grupo de
tumores infrecuentes, presentes en diferentes grupos de edad. Los tumores que se
consideran como tumores de células pequefias y redondas, son: sarcoma de
Ewing/PNET, rabdomiosarcoma, y sarcoma indiferenciado de tejidos blandos, tumor

desmoplasico de células pequefias y linfoma linfoblastico, todos ellos pueden ser
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clasificados si se hace uso de marcadores inmunoldgicos. Las neoplasias

indiferenciadas generalmente tienen mal prondstico, sin embargo, se ha descrito que
algunas caracteristicas clinicas como edad menor a 20 afios y tamafio tumoral menor a

10 centimetros poseen mejor pronostico y mejor respuesta al tratamiento. (9,12)

La sobrevida del Sarcoma de Ewing a 5 afos, es de hasta 77%, mientras que de
los tumores poco diferenciados variara de acuerdo a la neoplasia de la que se trate. El
tratamiento del Sarcoma de Ewing detectado tempranamente consiste en quimioterapia
neoadyuvante y reseccion de neoplasia residual en caso de ser requerido; por otro lado,
el tratamiento de neoplasia poco diferenciada consiste en reseccion de la neoplasia,
gue en ocasiones implica amputacion completa de un miembro pelvico o toracico,
guimioterapia y radioterapia dependiendo de la positividad o negatividad de los

margenes quirdrgicos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Neoplasia poco diferenciada es un diagndstico inespecifico que obligara al
paciente a ser sometido a tratamiento mas agresivo, al contar con diagnéstico mas

preciso como sarcoma de Ewing, el tratamiento se enfoca especificamente a ésa lesion.

No se ha establecido en nuestro pais y en nuestra institucion, la frecuencia que

presenta el sarcoma de Ewing dentro del grupo de neoplasias poco diferenciadas.

En éste trabajo se propone que mediante el uso de la prueba de histoquimica
PAS e inmunohistoquimica CD99, se identifiquen los casos de sarcoma de Ewing
dentro del grupo de tumores que previamente fueron diagnosticados como neoplasia

poco diferenciada. Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cual es la frecuencia del Sarcoma de Ewing/TNEP éseo y extradéseo dentro del

grupo de tumores malignos poco diferenciados?
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HIPOTESIS

La prevalencia de sarcomas de Ewing dentro del grupo de neoplasias

indiferenciadas es mayor que la diagnosticada.
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MATERIAL Y METODOS

Es un estudio observacional retrospectivo y descriptivo. Se identificaron 70
casos previamente diagnosticados como neoplasia poco diferenciada, indistintamente
de la edad, el género o la localizaciéon de la neoplasia, en el servicio de anatomia
patolégica del CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE en México, en el periodo de tiempo

comprendido de Enero del 2005 a Julio del 2007.

Debieron ser excluidos 5 casos por la escasez del material que los hacian
insuficientes para realizar las pruebas requeridas. Se obtuvieron los bloques de parafina
de los 65 casos restantes. Los blogues fueron sometidos a la prueba de histoquimica
PAS (Acido Peryodico de Schiff), util para demostrar la presencia de glucdégeno
intracelular.

En las secciones de parafina se realizaron las pruebas de inmunohistoquimica
con CD99 (Monoclonal Mouse anti-human CD99, MIC2 gene product Ewing’s Sarcoma
marker, clone:12E7 Dako Cytomation), considerandose positivas en aquellas en la que
la expresion de éste marcador fuera granular citoplasmico o de membrana en 90% o
mas del tejido neoplasico.

1. Edad:

Categoria: Cuantitativa

Escala: Continua

Unidad de medicion: Afos

¢ Sin definicion operacional.
2. Geénero:
e Categoria: Cualitativa
e Escala: Nominal
e Unidad de medicion: Femenino o Masculino

e Sin definicion operacional.
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3. Prueba de PAS:

e Categoria: Cualitativa
e Escala: Nominal
e Unidad de medicion: Positivo o Negativo
o Definicion operacional:
i. Positivo: Presencia de glucégeno intracitoplasmico
observado en color magenta en las células neoplasicas.
ii. Negativo: Ausencia absoluta del color magenta en las
células neopléasicas.
4. Prueba de CD99:
e Categoria: Cualitativa
e Escala: Nominal
¢ Unidad de medicion: Positivo o Negativo
¢ Definicion operacional:
i. Positivo: Presencia de cromégeno marrén en la
membrana de las células neoplasicas.
ii. Negativo: Ausencia de cromoégeno en las células
neoplasicas.
5. Diagnéstico anatomopatoldgico defnitivo:
e Categoria: Cualitativa
e Escala: Nominal
e Unidad de medicion: Sarcoma de Ewing o NPD
e Definicion operacional:
i. Ewing: Casos con resultado positivo para CD99
independiente del resultado de PAS.
i. NPD: Casos con resultado negativo para CD99

independiente del resultado de PAS.
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RESULTADOS

Para determinar la validez de la muestra, en base a la edad y al tamafio de la
poblacién, se realiza el célculo con el uso del programa SPSS version 12.0 para
Windows, con la prueba de Kolmogorov-Smirnoff para una muestra con los siguientes

resultados:

De 65 pacientes, con un rango de edad desde 2 meses a 92 afios, se obtiene

una media de 39 afios y desviacion estandar de 27.48 (P=0.065). Gréfica 1.
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De 65 pacientes con neoplasia poco diferenciada, 40 pacientes corresponden al

género masculino y 25 al género femenino. (tabla 1).

Tabla 1. caracteristicas de los pacientes

Variable NUumero de pacientes=65
Género

Masculino 40

Femenino 25

Edad

Media (afios) 39.0151

Rango (afios) 0.16-92

El nimero de casos con expresiobn positiva para el anticuerpo de

Inmunohistoquimica CD99, fue de 20 casos (30.76%), catorce de los cuales

corresponden al género masculino (21.53%), y seis al femenino(9.2%). Tabla 2

Tabla 2. Pacientes con S. Ewing/TNEP

Variable NUumero de pacientes=20
Género

Masculino 14

Femenino 6

Media (edad)

S.Ewing 36.5390

Neoplasia poco diferenciada 40.1156

Con el uso del programa STATA versién 9.1 se calcula la proporcion H:M y se

obtiene que la proporcién es de 1.4:1.

Para el calculo de la prevalencia del Sarcoma de Ewing en grupos de edad, se

utiliza el programa STATA version 9.1y los resultados son los siguientes:
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Filtro | Freq. Percent Cum.
- +- _—
0| 7 35.00 35.00
1| 13 65.00 100.00
- +- _—
Total | 20 100.00

La tabla muestra que de 20 casos CD99 positivos, 13 casos, 65% corresponde a
pacientes mayores de 16 afos y 35%, 7 pacientes corresponde al grupo de edad

pediétrico.

De los 20 casos CD99 positivos, doce (60%), son positivos para la tincion de

PAS. Tabla 3
Tabla 3.
Resultados
No. casos CD99 PAS Diagndstico
12 + + Ewing
8 + - Ewing
39 - - NPD*
6 - + NPD*

*Neoplasia poco diferenciada.

PAS | Freq. Percent Cum.
- +- _—
1] 12 60.00 60.00
2| 8  40.00 100.00
- +- _—
Total| 20 100.00

Realizando una prueba de hipotesis de proporciones, en donde Ho (Hipotesis
nula) menciona que mas del 80% de los casos de Ewing son Pas(+); la H1 (hipbtesis
alternativa) refiere que los casos Pas(+) pueden ser menor o igual al 80% de los casos

de Ewing.

El resultado del estadistico es igual a 0.4472136 el cual es menor al que se

puede considerar como significativo dentro del intervalo del 95% de confianza para una
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distribucion normal (1.96) lo que nos lleva a rechazar la hipétesis nula. Es por eso

que podemos afirmar que no mas del 80% de los casos de Ewing son Pas(+).

De los 20 casos Ewing/PNET, se observa que 6 casos son de localizacién ésea

y 14 son de localizacion extradsea.
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DISCUSION

En nuestro estudio, se encuentra que el 30.76% de los casos de nuestra
poblacién de neoplasias poco diferenciadas es positivo a CD99. No existen estudios en
los que se refiera la prevalencia del Sarcoma de Ewing dentro del grupo de neoplasias
poco diferenciadas. Es importante insistir en el uso de éstas dos técnicas para
identificar ésta neoplasia y separarla del grupo indiferenciado por su impacto en el

tratamiento y por el prondéstico.

Se hace notar en éste estudio que dentro del universo de trabajo, el nUmero de
adultos con Ewing es mayor que en el grupo pediatrico (65% Vs 35%), lo que difiere de
lo descrito en el grupo de neoplasias en general. Y a pesar de no ser uno de los
objetivos de nuestro estudio, el resultado es llamativo, sin embargo, es notable que
encontramos 45 pacientes mayores de 16 afios. Observacion que debera ser utilizada
en estudios acuciosos en su identificacibn y en su caso utilizarla para futuras
investigaciones:

1. Las neoplasias poco diferenciadas son mas frecuentemente diagnosticadas en
adultos.

2. El Sarcoma de Ewing al ser una neoplasia de predominio en edad pediatrica se
realice la busqueda intencionada del mismo al presentarse en éste grupo de

edad.
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CONCLUSION

Es importante profundizar e indagar en las lesiones que resultan complicadas a
la observacion del patologo. Existen multiples innovaciones en técnicas y métodos para
realizar diagnésticos mas precisos, sin embargo para cada método diagndstico se
requeriran técnicas diferentes para el manejo de los tejidos. Es necesario conservar las
técnicas basicas para interpretar los cortes histologico, principalmente en el inicio de su
estudio, posteriormente, al alcanzar un diagnéstico amplio, como neoplasia poco
diferenciada, someterlos a técnicas como inmunohistoquimica y posteriormente
hibridizacion in situ o Reaccion de Cadena de Polimerasa, de manera ordenada y
secuencial para finalmente llegar a la génesis de los tumores siempre bajo la premisa

de orientar al Médico tratante y favorecer al paciente al recibir tratamiento especifico.
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ANEXO 1

Formato paralarecolecciéon de datos

GRUPO
DE

DIAGNOSTICO | EDAD

CD99

GENERO | PAS

EDAD

17
79
17
0.5
68
42

35
45
0.62

61

15
13
56

17
58
36

58
62

83
44
48
81

70
57

35

0.16

0.7

59

14
22




62

92

17

54

69

13

57

70

67

65

71

77

49

18

42

59

39

70

33

58

18

81

57

13
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o|lr|loro|lr|lkR|IFPR|IkR|R|IRPR|IPR|IRO|R|OR|IR|IPR|IR|IRPR|R|IRO|R|LR|FR|FL|O|F

GENERO:
1. HOMBRE
2. MUJER
PAS:
1. POSITIVO
2. NEGATIVO
CD99:
1. POSITIVO
2. NEGATIVO
DIAGNOSTICO:
1. SARCOMA DE EWING
2. NEOPLASIA INDIFERENCIADA
GRUPO DE EDAD:
0. MENOR O IGUAL A 15 ANOS
1. MAYOR DE 16 ANOS
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TABLA CRUZADA PAS-CD 99

PAS Total
Positivo | Negativo
CD99 Positivo 12 8 20
Negativo 6 39 45
Total 18 47 65

GRAFICA DE BARRAS CRUZADA PAS-CD99

Count
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APENDICE

Sarcoma de Ewing Pas positivo.
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Sarcoma de Ewing CD99 positivo 10X
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