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RESUMEN

Introduccion: Las lesiones vasculares son las alteraciones de tejidos blandos
mas frecuentes en la poblacion pediatrica, y aunque su curso bioldgico y clinico en
la mayoria de ellas es benigno, hasta un 5% de estas lesiones producen
recurrencias grandes o de aparicion en organos vitales, las cuales pueden
comprometer la funcién o la vida misma de los pacientes, es por ello que se han
estudiado las vias de la angiogénesis. Estudios recientes indican que el receptor
de la angiopoyetina-1 (Tie-2) tiene una participacion importante en la via de la
vasculogénesis. Se demostré que las mutaciones en el exén 17 del gen que
codifica para receptor de Angiopoyetina (TEK), alteran las funciones de éste,
activando de manera constitutiva la via de proliferacion celular. Ademas, es
preciso mencionar que estos hallazgos solo se han descrito en lesiones
vasculares de pacientes adultos, en especifico malformaciones vasculares en una
proporcién del 49%. En tumores de los nifios, son pocos los casos demostrados
con este tipo de mutaciones, es por ello que el objetivo de este trabajo fue conocer
en qué proporcion se encuentran presentes las mutaciones en el exon 17 en este

tipo de tumores de pacientes pediatricos.

Metodologia: Se revis6 el banco de biopsias del archivo de patologia con
diagndstico de lesiones vasculares, en el periodo comprendido entre 2007 al 2012.
Los casos se reclasificaron en tumores y malformaciones vasculares, se
obtuvieron las variables demograficas como edad, género y sitio anatémico de la
lesion. A partir de un corte histolégico de 8 uyM de cada caso se obtuvo DNA
genodémico, y se amplificd el exon 17 del gen TEK por PCR de punto final con Taq
polimerasa de alta-fidelidad (Pfu). Finalmente se secuenciaron todos los
fragmentos amplificados del exén 17 en busca de mutaciones, para
posteriormente describir cada una dependiendo el tipo de lesién vascular (tumores
o malformaciones), la diferencia de proporciones que exista, asi como su relacion

con las variables demograficas.
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Resultados: Se obtuvieron finalmente 48 casos con DNA éptimo en condiciones
de secuenciar, que correspondieron a 27 tumores vasculares (56%) y 21
malformaciones vasculares (44%). Las lesiones vasculares se presentaron con
mayor frecuencia en piel con 18 casos, seguidos por tejidos blandos con 17 y 13
lesiones tuvieron su origen en organos solidos. En lo que respecta al género, las
lesiones vasculares fueron mas frecuentes en hombres con 56% y 44% en
mujeres. En cuanto a la edad, en las lesiones vasculares, fueron mas frecuentes
en pacientes de menos de 10 afos, con una frecuencia de 75%. Se encontraron
dos casos con mutaciones, estas correspondieron a malformaciones vasculares
unicamente, con prevalencia de 10%. Ambas mutaciones fueron por un cambio de
base y resultaban en cambio “missense” o de sentido equivocado, modificando la
estructura final de la proteina. El primero caso se traté de un nifio de 8 meses de
edad con una lesion en tejidos blandos del cuello; y el segundo caso correspondio
a un nifno de 6 afos con una malformacion en 6rgano abdominal, en este caso en
colon, en el primer caso en la posicion 4 del exon 17 (2690) se revelé un cambio
de una adenina por guanina; y el segundo caso en la posicion 66 del exdon 17
(2756), el cambio fue de timina por citosina. Al encontrar Unicamente dos casos
con mutaciones probablemente estén involucradas otras vias en la génesis de

tumores vasculares en nifos.



1. INTRODUCCION.

Lesiones vasculares:

Las lesiones vasculares representan los tumores de tejidos blandos mas
frecuentes en la poblacion pediatrica con una frecuencia reportada de hasta 10%
aproximadamente®. Los avances en el conocimiento y entendimiento de la
histogénesis y patogénesis de estas lesiones han llevado a la separacion de estas
en dos importantes grupos: los tumores vasculares y las malformaciones. La
sociedad internacional para el estudio de las anormalidades vasculares
recomienda que el término de tumor vascular se aplique a aquellas lesiones cuyo
origen resulte de la proliferacion celular descontrolada y rapida, que da como
resultado la neo formacién de vasos sanguineos. Y, por otro lado, las
malformaciones vasculares, en contraste, son resultado de un desarrollo anormal
de los vasos sanguineos en etapas embrionarias, los cuales se desarrollan in
utero y tipicamente son evidentes desde el nacimiento. Las lesiones vasculares
pueden estar compuestas por cualquier combinacidn entre arteria; vena; capilares

o linfaticos.®’

Tanto los tumores como las malformaciones vasculares pueden ocurrir en
cualquier parte del cuerpo, con presentacién clinica variable, pueden ser
superficial (piel) o profunda (tejidos blandos y visceras) y dependiendo del tamafio
pueden ser incapacitantes tanto fisica como emocionalmente. El tamafio de estas
lesiones puede ser variable, desde pocos centimetros hasta lesiones grandes que
involucren extremidades completas o inclusive limitar la funcién de érganos vitales.
La mayoria de estas lesiones tienen un comportamiento benigno e inclusive
algunas variedades histoldgicas tienden a involucionar con la edad, sin embargo,
hasta en un 4%-5% recurren y requieren de multiples resecciones quirurgicas y
tratamientos prolongados lo que imposibilita una funcion adecuada de

articulaciones, extremidades u 6rganos.**
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1.1 TUMORES VASCULARES
1.1.1 Hemangiomas

Los hemangiomas son los tumores de tejidos blandos mas frecuentes de la
infancia con una frecuencia de 7 a 10% de los recién nacidos™. Los hemangiomas
pueden estar presentes desde el nacimiento (30%), aunque en su mayoria
aparecen en las dos primeras semanas de vida. Su aspecto fisico dependera de la
profundidad, es decir, en el sitio anatdmico donde se encuentre, ademas del
tamano y del estadio evolutivo (proliferacion o involucién). Segun su localizacién,
los hemangiomas se dividen en: superficiales; los que afectan a la dermis papilar,
que clinicamente tienen un color rojo; o profundos, los que afectan a la dermis
reticular y al tejido adiposo subcutaneo, que suelen tener un color azulado y una

consistencia dura y renitente.’

Habitualmente, los hemangiomas se presentan como una lesidén unica, pero hasta
en un 20% las lesiones pueden ser multiples (angiomatosis), situacion en la que

hay que descartar una afectacion a 6rganos internos.

A pesar de que pueden ocurrir en cualquier localizacion, la presentacion mas
frecuente es la cabeza y el cuello (80%) seguida del tronco y extremidades (20%),

y como hemos mencionado puede afectar érganos internos. ©

En estadios tempranos de la lesion, esta crece rapidamente, puede ocasionar
dolor, malestar local e incapacidad fisica. A partir de los 10-12 meses, los
hemangiomas suelen involucionar, el tiempo de regresion es variable entre 4 y 12

afios. ¥

Finn y Glowacki analizaron una serie de 298 hemangiomas, y los clasificaron en
dos grupos respecto a la involucién: aquellos que involucionaban antes de los 6
afos (38%), persistia una cicatriz, o telangiectasias. Para aquéllos que no

involucionaron antes de los 6 afios persistid una deformidad cosmética grave ®),



Hay que tener en cuenta que hay reportes en los que sélo la mitad de las lesiones

involucionan a los 6 afos (4)y que solo el 40% lo hace de una manera aceptable.

1.2 MALFORMACIONES VASCULARES

Las malformaciones vasculares son lesiones benignas, no tumorales, presentes
siempre desde el nacimiento ©. Tienen una incidencia de 1-5%, la mayoria de
predominio venoso '), estas lesiones se presentan en ambos sexos, sin
distincién. Las malformaciones vasculares no tienen una regresiéon espontanea,
crecen lentamente a lo largo de la vida. Estas lesiones que progresivamente
aumentan el diametro de los vasos, pero no el numero. Las malformaciones
vasculares son alteraciones del desarrollo embrionario de los vasos sanguineos
que se han atribuido a mutaciones esporadicas. En el afio 2012 se reportaron
mutaciones en el gen que codifica para el receptor de tipo tirosina cinasa Tie-2,
que son consistente en un aumento de la actividad del receptor. El Tie-2 es
esencial para el desarrollo vascular temprano y un incremento de su actividad

puede producir un crecimiento anormal del plexo vascular primario. "

Limaye vy Vikkula, fueron de los primeros en identificar las mutaciones en el exon
17 del gen TEK que codifica para el receptor Tie-2 humano. Describieron ocho
sustituciones simples en el exén 17 del gen TEK en pacientes con malformaciones
venosa esporadicas. Las mutaciones somaticas en el exdn 17 del receptor cinasa
de tirosina de las células endoteliales Tie-2 (codificada por TEK) se identificaron

en el 49% de los pacientes con malformaciones venosas. (7).



1.3 Clasificacion de lesiones vasculares.

Para la division entre malformaciones y tumores vasculares se utiliza la
clasificacion de la ISSVA, (International SocietyfortheStudy of Vascular
Anomalies), Tabla1. Las malformaciones vasculares se dividen en funcion del
vaso afectado, es decir: capilares o vénulas (mancha en vino de Oporto), venosas,

linfaticas, y combinadas.

Tabla 1: Clasificacion de Lesiones vasculares (ISSVA)

Tumores vasculares: Malformaciones vasculares
a) Hemangioma infantil a) Malformaciones de flujo lento:
b) Hemangiomas congénitos CM; VM; LM
c) Tumores vasculares adquiridos b) Malformaciones de flujo rapido:
d) Hemangioma microvenular AM; AVF; AVM.
e) Hemangioma glomeruloide, etc c) Malformaciones combinadas:
f) Hemangioendoteliomakaposiforme CVM; CLM; LVM; CVLM; AVM-
g) Angioma en penachos LM; CM-AVM.
h) otros
A, Arteria, AV arteriovenoso, C capilar, F fistula, L linfatico, M malformacion, V venoso.

Cada una de las lesiones vasculares presentan caracteristicas clinicas,

hemodinamicas las cuales presentan mayor o menor grado de recurrencias y

complicaciones sistémicas propias. (""?



En cuanto a los tumores, existen diferentes tipos bien caracterizados en esta
clasificacion, sin embargo, existen algunas caracteristicas histolégicas distintivas
en los hemangiomas de pacientes pediatricos. Una de ellas que se presenta
principalmente el hemangioma capilar, es la presencia de células endoteliales
epitelioides que muchas veces forman nidos soélidos sin formacién de luces
vasculares que pueden confundirse con otro tipo de neoplasias. Otras
caracteristicas son el crecimiento de los hemangiomas, que son muy localizados
principalmente en tejidos blandos de estos, el tejido adiposo subcutaneo y el
musculo estriado, son sitios comunes para la presentacidon de este tipo de
neoplasias. Se ha podido caracterizar en lesiones pediatricas algunas
caracteristicas histolégicas que han permitido dividir en dos fases el crecimiento
de este tipo de tumores, una fase temprana o proliferativa donde se observan un
mayor numero de canales vasculares, y una fase involutiva o de regresion en la
que se pueden observan pequefios trombos, algunos pueden estar recanalizados,
calcificaciones y remplazo de las areas vasculares por fibrosis, hay ademas
algunas variantes que como ya se menciono, tienen caracteristicas puntuales o

distintivas como los hemangioma epitelioides y en penacho.(Fig1)

Las malformaciones vasculares desde el punto de vista histolégico son lesiones en
su mayoria de tejidos blandos profundos su nombre y caracteristicas histolégicas
dependeran del o los vasos que le den origen, es decir, puede haber
malformaciones vasculares originadas en vasos venosos linfaticos y arteriales, o la
combinacion entre estos, vasos linfaticos anastomosados a vasos linfaticos, etc.
La imagen histoldgica esta representada por canales vasculares irregulares, en su
mayoria de distintos tamafios y formas, que pueden anastomosarse entre si. (Fig.
2)
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A B

Figl: A Hemangioma de espalda de un prescolar constituida por proliferacidn de canales
vasculares de aspecto capilar. B se observan ares de involucién caracterizadas por el depdsito
de tejido fibroconectivo (*).

Fig2: Malformacién vascular compuesta por vasos de aspecto venoso (*) entremezclados con
vasos de paredes muscularizadas de aspecto arterial (flecha), esta lesion corresponde a una
malformacion arteriovenosa en el miembro pélvico de un nifio de 3 afios.

10
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1.3 ANGIOGENESIS: RECEPTOR TIE-2:

Se han estudiado distintas vias que expliquen la proliferacién vascular en lesiones
vasculares, para ello hay que entender las principales vias moleculares de la
angiogeénesis. La angiogénesis es el proceso por el cual hay una neo formacion de
vasos sanguineos, dicha formacion es mediada por una serie de factores
moleculares, bioquimicos y ambientales. En las lesiones vasculares se han
identificado mas de 10 genes que participan en la angiogénesis, estos incluyen:
RASA1, CCM123, GLMN, TEK, VEGFR3, FOXC2, SOX18, ACVRLK1 y MADH4,
estos genes participan tanto en tumores vasculares hereditarios como en
malformaciones vasculares. 18 1920212223242526272829 A nesar de ello, la etiologia
y las vias moleculares exactas de los tumores vasculares o malformaciones
vasculares no estan del todo estudiadas. A nivel molecular la vasculogénesis y la
angiogeénesis embrionaria es resultado de una serie de eventos genéticos que
dependen de la expresion ordenada de dos grupos o conjuntos de receptores de
tirosincinasa; el primero o evento temprano tienen que ver con la diferenciacion y
proliferacion del endotelio, el segundo grupo con la formacién y morfogénesis
vascular'®. Los eventos tempranos de vasculogénesis son dependientes del factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y del factor de crecimiento endotelial
(VEGF) A y B. La diferenciacion de las células endoteliales es determinada a su
vez por el VEGF C y la expresion del receptor VEGFR3 determina la
diferenciacion a linfaticos o vasos sanguineos '°. Para continuar y perpetuar tanto
el crecimiento como el moldeamiento endotelial y vascular es necesario de la
presencia de otro conjunto de receptores detirosincinasa los Tie-1 y Tie-2. El
ligando para Tie-2 es la angipoyetina 1 que tiene un papel critico en la induccioén

(12, 13,15

de los componentes de la red vascular. ) figura 1.
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Figura 3: Vias moleculares de la angiogénesis. Muestra la participacion del receptor Tie-2 en las
vias de proliferacion celular en el endotelio de los vasos, mediante la activacidn por su ligando
de angiopoyetina. Tomado de Am J Med Gen 2002; 108: 265-274.

1.3.1 MUTACIONES EN EL EXON 17 DEL GEN TEK EN LESIONES
VASCULARES.

El receptor Tie-2 de tipo tirosina cinasa se expresa exclusivamente en células
endoteliales en seres humanos. El receptor Tie-2 tiene una actividad tirosina
cinasa que al ser activado por su ligando, la angiopoyetina, esta desencadena los
mecanismos moleculares que tienen como fin la trascripcibn gendémica que
culmina con la angiogénesis. Este receptor es codificado por el gen TEK que se
localiza el brazo corto del cromosoma 9 region 21. Esta constituido por 4127 pares
de bases y consta de 23 exones. Este receptor contribuye de forma esencial en la

12
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remodelacion vascular durante la angiogénesis en la etapa embrionaria y en el
mantenimiento de la integridad vascular de vasos en la edad postgestacional.18.
Este receptor esta conformado por un dominio extracelular y uno intracelular. El
primero lo conforman 2 asas de tipo inmunoglobulinas separadas por 3 secuencias
repetidas de tipo factor de crecimiento epidérmico que estan conectados a su vez
por un dominio de tipo Il de fibronectina. La regién o asa intracelular esta
conformada por dos dominios tipo tirosin-cinasa separados por un espaciador de
tipo cinasa (Fig 4). El ligando para este receptor es la angiopoyetina-1, cuya via de
sefalizacion parece ser critica en la activacion de las células endoteliales y células

de musculo liso en la morfogénesis venosa. "

Actualmente se han reportado 8 diferentes tipos de mutaciones de sentido
equivocado en el exdn 17 del gen TEK. Ademas de una delecidn en el extremo
amino terminal de TEK. Las mutaciones mas frecuentes son en la region que
codifica para el dominio intracelular del receptor con actividad de tirosin-cinasa, lo
que genera una proteina fosforilada de manera constitutiva, y en consecuencia la
sefalizacion activa para diferentes procesos, entre ellos los de proliferacion

celular.’®

Figd: Estructura del receptor Tie y las mutaciones encontradas en el
dominio intracelular.(Tomado de: Ye C, Pan Somaticmutations in exon
17 of the TEK gene in vascular tumors and vascular malformations. J
Vasc Surg. 2011 Dec; 54(6):1760-8.)

13
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Se identificaron dos mutaciones somaticas de TEK (Y897C, R915C) en tumores
vasculares y siete mutaciones somaticas de TEK en malformaciones vasculares
(Y897H, Y897C, L914F, R915C, S917I, R918C, R918H). La mayoria de las
mutaciones son sustituciones simples, el 100% para los tumores vasculares y
88,6% para las malformaciones vasculares, mientras que el resto son
sustituciones dobles ('®. Actualmente no solo se han descrito estas mutaciones en
las malformaciones venosas, sino ademas se han identificado en algunos otros
subtipos de anomalias vasculares, incluyendo Ilos tumores vasculares
(hemangioma infantil, granuloma piégeno, y hemangioma epitelioide) y otros tipos
de malformaciones vasculares (malformacion capilar, malformacion arteriovenosa,
malformaciones linfaticas- capilar, y malformacién arteriovenosa).”®'” Estos
estudios se llevaron a cabo principalmente en pacientes adultos. En lesiones
vasculares de nifios practicamente no hay estudios que describan este tipo de

mutaciones.
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han identificado mutaciones en el exdén 17 del gen TEK que codifica para la
region intracitoplasmica del receptor para angiopoyetina Tie-2 en el 49 % de las
malformaciones vasculares de pacientes adultos; sin embargo, son pocos los
casos reportados con mutaciones del exén 17 en tumores de pacientes

pediatricos.
3. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Cual es la frecuencia de mutaciones del exén 17 del gen TEK en las

malformaciones y tumores vasculares de pacientes pediatricos?

14
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4. JUSTIFICACION

Los tumores y malformaciones vasculares son las lesiones de tejidos blandos mas
comunes en los nifios, con una alta incidencia anual (10%). La mayoria son
lesiones benignas, sin embargo, tienen un alto impacto en la salud fisica y
emocional de los nifos, ademas de ser recurrentes algunas de ellas e
incapacitantes si afectan estructuras u érganos vitales. Es por ello que se han
estudiado las vias moleculares que participan en la angiogénesis, las cuales
todavia no son del todo comprendidas. Entre ellas se encuentran las mutaciones
en exén 17 de gen TEK que causan alteraciones del receptor Tie-2, que, a su vez,
desencadena una proliferacion celular sostenida. Sin embargo, en los tumores
vasculares pediatricos no se han realizado estudios que demuestren la presencia
de mutaciones del exdén 17 del gen TEK. Ademas, en un futuro sera importante
documentar la asociacion de este receptor como elemento participante en el
proceso de sefializacion de la proliferacion vascular, y posteriormente proponerio

como un blanco terapéutico.
5. OBJETIVO GENERAL

Identificar las mutaciones somaticas en el exon 17 del gen TEK (Tie -2) en

lesiones vasculares (malformaciones y tumores) de pacientes pediatricos.
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir como se distribuye la presencia de las mutaciones de acuerdo a
las variables demograficas (edad, genero, localizacion).

e Describir la frecuencia de lesiones vasculares segun la localizacion, edad y
geénero.

e Comparar la frecuencia de mutaciones y sus tipos en los dos tipos de

lesiones

15
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6. HIPOTESIS

Las lesiones vasculares de pacientes pediatricos tendran una frecuencia similar
(49%) de mutaciones del exon 17 del gen TEK a la observada en pacientes

adultos.

7. METODOLOGIA
7.1 Tipo de estudio: Transversal, descriptivo.
7.2 Obtencion de las muestras.

Las muestras de estudio se obtuvieron del banco de biopsias diagnosticadas como
lesiones vasculares de pacientes pediatricos, de distintos sitios anatdomicos, tanto
de tejidos blandos, como de piel, mucosas y 6rganos solidos, las cuales fueron
fijadas en formol e incluidas en parafina. Se analizé6 un periodo de 5 afios (del
2007 al 2012), para completar un tamafio de la muestra de 94 casos. Este numero
de casos se obtuvo para una diferencia de proporciones con una confiabilidad de

0.05, una precision de 0.1, y una proporcion obtenida de estudios previos de 49%.
7.2.1 Criterios de inclusién

Biopsias de tumores y malformaciones vasculares diagnosticadas en el
Departamento de Patologia del Hospital Infantil de México, que cuente con tejido

incluido en parafina. Que se cuente con el expediente clinico completo.
7.2.2 Criterios de no inclusion.
Pacientes con sindromes genéticos conocidos que presenten lesiones vasculares.

Material genético (DNA) insuficiente o de mala calidad.

16
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7.3Clasificacion de las lesiones vasculares.

Se clasificaron en lesiones y tumores vasculares, tomando en cuenta los criterios

de la ISSVA (International Society for the Study of Vascular Anomalies), Tabla 1.
7.4Extraccion del DNA gendmico.

Una vez clasificados los casos se procedié a la obtencion del DNA gendmico a

partir de un corte de 8 uM del bloque de parafina utilizando el siguiente método:

1. El corte se desparafind en 2 incubaciones con 500uL de xileno a 40° C, y 2
bafios con 500 uL de alcohol etilico absoluto. Se dejé secar el tejido posterior al

ultimo paso de alcohol.

2.- Se procedio a la digestidn del tejido con 180 ul de buffer de lisis: Tris pH 8.3, 10
mM, EDTA 5 mM, SDS 5%; y 20 ul de proteinasa K; durante 1 dia a 37° C.

3.- Posteriormente se centrifugd a 5 000 rpm/1min, se tomé el sobrenadante y se

precipitoel DNA con 200 puL de isopropanol a -20° C durante una noche.

4.- Se colectd el DNA por centrifugacién a 5 000 rpm/1min y se secd a 37° C por 5
min. Se resuspendid en 20 ul de agua libre de nucleasas, se cuantificé la
concentracion y se evalué la pureza de DNA en un espectofotometro en un
Nanodrop, Genova Nano de JENWAY.

7.5 Amplificacion y secuenciacién del exén 17.

Del DNA extraido de cada caso se amplificd el exén 17 completo del gen TEK que

consta de un fragmento de 191 pby se utilizé el siguiente par de iniciadores:

TEK-F: 5’AGCTGTTCA GGG CCACTG ATG 3.

TEK-R: 5"TAG AGG GAA CTC CAC AGG GAA 3.

Las condiciones de amplificacién del exon 17 fueron las siguientes:
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En un micro tubo con 500ng de DNA, se agrego 3 yl de 10 mM de ambos primers,
2 uL de una mezcla de los dNTPs, 5 uL del amortiguador 10X de la Polimerasa, 4
uL de MgCI2, y 0.25 ul de Taqg polimerasa y agua para completar 50 ul de la
reaccion. Para obtener la amplificacion, la reaccién se realizd en un termociclador

T100™Thermal Cycler de BIO-RADcon el siguiente programa:
Desnaturalizacién: 94°C durante un minuto.
Ciclos propiamente de la reaccion en cadena que consistieron de:
Desnaturalizacién: 94° C durante 1 min.
Alineamiento: 60°C durante 1 min.
Extensién: 72°Cdurante 2 min.
La repeticion de este ciclo se realizé 40 veces.

Una vez obtenidos los fragmentos del exdn 17 amplificados, se corrieron en geles
de agarosa para comprobar la amplificacién del exén. Se purificaron en columnas
de QIAGEN y se secuenciaron en la Unidad de Sintesis y secuenciacién del

Instituto Nacional de Medicina Gendmica en la CDMX.

De esta manera se identificaran las posiciones y tipo de mutaciones con el

software de Clustal X y corroborados en BLAST.

7.6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

Se realizé estadistica descriptiva (promedio y porcentaje) para describir la
frecuencia de mutaciones y para medir la frecuencia entre grupo etario (mayor y

menor de 10 afios), localizacién (piel, tejidos blandos y érganos) y el tipo de lesion.
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8. Resultados

Se obtuvieron 48 casos con DNA viable (porque amplificaron sin problemas un
fragmento del gen constitutivo gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, GAPDH) y
en concentracion de DNA requerida para realizar la reaccion de amplificacién. Los
48 casos finales correspondieron a 27 tumores vasculares y 21 malformaciones
(Tabla 2).

Tabla 2. NOomero de casos en cada tipo de lesion vascular.
Tipo de lesion NUumero de casos (n) Porcentaje (%)
Tumor vascular 27 56
Malformacion 21 44

En términos generales las lesiones vasculares se presentaron con mayor
frecuencia en piel con 18 casos, seguidos por tejidos blandos con 17 y 13 lesiones

tuvieron su origen en érganos solidos. (Tabla 3).

Tabla 3. Nomero de casos con lesiones vasculares segun localizacion.
Localizacion Numero de casos (n) Porcentaje (%)
Piel 18 38
Tejidos blandos 17 35
Organos sdlidos 13 27

Las malformaciones vasculares presentaron una distribucion en la que los sitios
mas frecuentes fueron los tejidos blandos y érganos sélidos con 8 casos cada uno,
la piel fue el sitio menos frecuente con 5 casos. Mientras que para los tumores
vasculares el sitio mas frecuente de aparicion fue la piel con 13 casos, tejidos
blandos con 9 casos ocupd el segundo lugar, y por ultimo los 6rganos soélidos

fueron los sitios de presentacién menos frecuente con 5 casos.

19



20

Figura 5: Tipos de lesiones vasculares y localizacién anatdmica
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Figura 5: Frecuencia entre tumores y malformaciones vasculares, donde fueron mas frecuentes los tumores
vasculares con origen en la piel.

En lo que respecta al género, las lesiones vasculares fueron mas frecuentes en

hombres con 56% y 44% en mujeres. En cuanto a la edad, en las lesiones

vasculares, fueron mas frecuentes en pacientes de menos de 10 afos, con una
frecuencia de 75%. (Tablas 4 y 5).

Tabla 4. NUmero de casos con lesiones vasculares segun la edad.

Grupos de edad Casos Porcentaje (%)
<10 afios 36 75
>10 afos 12 25
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Tabla 5. NOmero de casos con lesiones vasculares segun sexo.
Genero Casos Porcentaje (%)

Mujer 21 44

Hombre 27 56

Para los tipos de lesion y su distribucion de acuerdo al género, se encontré que
para tumores vasculares se presentaron en 14 hombres y 13 mujeres, en las
malformaciones 13 casos correspondieron al sexo masculino y 8 al femenino.
(Tabla 6).

Los resultados encontrados por tipo de lesion y edad fueron: para los tumores
vasculares 18 casos se presentaron en menores de 10 afios y 9 casos para
mayores de 10, en cuanto a las malformaciones, para pacientes mayores de 10 se

encontraron 18 casos y tres para menores de 10 afos. (Tabla 7).

Tabla 6. Nomero de casos con lesiones vasculares segun el tipo y genero

Género Frecuencias (%)
Mujer Hombre
Tumores 13 14
Malformaciones 8 13

Tabla 7. NOomero de casos con lesiones vasculares segun el tipo y la edad

Tipo de Lesion Vascular
Tumor Malformacion
<de 10 afos 18 18
>de 10 afios 9 3
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De los 48 casos en que se logro secuenciar el exdn 17, solo se encontraron dos
casos con mutaciones, estas correspondieron a malformaciones vasculares
unicamente. La prevalencia encontrada en relacion al total de lesiones vasculares
es del 4.6%, en cuanto a la presencia de mutaciones en el rubro de las
malformaciones vasculares esta correspondié a10%. El primero caso se tratd de
un nino de 8 meses de edad con una lesion en tejidos blandos del cuello; y el
segundo caso correspondié a un nifio de 6 afios con una malformacion en 6rgano

abdominal, en este caso en colon. (Tabla 8).

Tabla 8. Tipos de mutaciones encontradas en los casos estudiados

Caso Tipo de lesion Edad | Sexo | Localizacion Tipo de mutacion
47 Malformacion 8 H Tejidos Y897C.(Heterocigota)
vascular meses blandos del
cuello
85 Malformacion | 6 afios H Mesocolon R918C.
(Heterocigota)
vascular

Ambas lesiones mostraron una sola mutacién, las cuales fueron simples: en el
primer caso en la posicién 4 del exon 17 (2690) se revelé un cambio de una
adenina por guanina; y el segundo caso en la posicion66 del exén 17 (2756) el

cambio fue de timina por citosina (Figuras 6 y 7).

Figura 6. Mutaciones mostradas (flecha) con un cabio de base de Guanina por Adenina (A>G en
posicion 2690) que predicen la mutacién Y897C en la proteina Tie-2.
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Figura7. Muestra (flecha) un cabio de base de T por C (T>C en posicién 2752) que predice la
mutacién R918C en la proteina Tie-2.

Ambas mutaciones producen un cambio de sentido equivocado o “missense”. La

primera Y897C hay un cambio de aminodacido de tirosina por cisteina. La segunda

la R918C hay un cambio de arginina por cisteina. Las proteinas resultantes de

ambas mutaciones tienen significado patologico, ya que tienen un efecto de

variacion en funcion de la proteina, calculado sobre la base de la homologia de

secuencia y la similitud fisico-quimica entre los aminoacidos alternativos.

Tabla 8: Tipos de mutaciones y cambios en los aminoacidos codificantes.

Residuo

897

918

Variacién ID

Rs80338909

ADK23809.1

Tipo

missense

missense

Alelos

A/G/G

Cc/T/T

Cédigo
ambiguo

\"

Residuos

Y,C

R,C

Codones

TAC,
TCC

Tamizaje

Poli
fenotipo

0.991

0.990
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9. Discusion:

Los Hemangiomas y las malformaciones vasculares son concebidas como
alteraciones o lesiones vasculares de biologia diferente, los hemangiomas son
tumores benignos, que se origina por crecimiento no controlado de las células
endoteliales, en cambio las malformaciones vasculares no son verdaderas
neoplasias, sino una alteracion o defecto de la morfogénesis vascular causada por
una disfuncioén en la embriogénesis y la vasculogénesis (Finn, et al 1983; Restrepo
et al, 2011). Debido a la apariencia clinica, caracteristicas radioldgicas e
histopatolégicas y al comportamiento bioldgico, los hemangiomas y las
malformaciones vasculares tienen un tratamiento y prondstico diferente. Se ha
estudiado distan vias de angionesis para los dos tipos de lesiones vasculares
donde destacan el receptor para angipoyetina 1, Tie2 codificado por el gen TEK,
que es esencial tanto para la remodelacion y diferenciacién vascular en etapas
embrionarias, e indispensable en la angiogénesis y mantenimiento de la integridad
celular vascular en etapas postnatales ( Fukuhara et al., 2008 ). Estudios recientes
han demostrado mutaciones en el gen TEK principalmente en el exon 17 que
codifica para el receptor de angiopoyetina-1 con funcion de tipo tirosina cinasa
(Tie2) estas mutaciones se han identificado en malformaciones vasculares
principalmente ( Limaye et al., 2009, Wouters et al , 2010 ; Soblet et al , 2013a. );
Limaye identifico ocho mutaciones somaticas en el exén 17 de TEK: 2690A> G
(Y897C), 2690A> T (Y897F) y 2740C> T (L914F),: 2545C> T (R849W), 2752C> T
(R918C), 3314C> A (T1105N) y 3316A> C (T1106P), en 28 de 57 individuos
(49,1%) con malformaciones vasculares. Soblet (Soblet et al., 2013b) identifico
mutaciones en 17 de 30 casos (56,7%) también en malformaciones vasculares,
incluyendo las mutaciones detectadas previamente. YE (Brahami et al., 2013)
identificaron dos mutaciones TEK somaticas (Y897C, R915C) en 4 de 23 (17,4%)
tumores vasculares evaluados y 7 mutaciones somaticas TEK (Y897H, Y897C,
L914F, R915C, S9171, R918C, R918H ) en 35 de 106 (33,0%) VM evaluado. El
R918C (2752C> T) y R918H (2753G> A). En otro estudio se demostréo que las
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malformaciones vasculares presentes en piel y mucosas estan ligados a la
mutacion R849W en Tie2 (Shu et al., 2012).

El objetivo de este trabajo fue la busqueda de mutaciones presentes en el exén 17
del receptor TEK en tumores y malformaciones vasculares en pacientes
pediatricos. Las lesiones vasculares ocupan el primer lugar de tumores de tejidos

(1.2.:3.4.9) 13 mayoria de ellas tienen

blandos mas frecuentes en la edad pediatrica
un comportamiento benigno, sin embargo, hay lesiones que tienen recurrencia;
crecen de forma importante o se localizan en érganos que pueden comprometer

su funcion®.

Nuestros resultados mostraron que la prevalencia es baja: ninguna en tumores
vasculares 0% y 10% en malformaciones vasculares, por lo que sugiere
fuertemente que al menos en ese exén de este receptor son muy raras las
mutaciones en lesiones pediatricas, tomando en cuenta que probablemente sea
un numero de muestra muy bajo o que no todos los tipos de malformaciones
presentan esta mutacion. Probablemente tendria que tomarse en cuenta la
localizacion, tamano del tumor o inclusive otras variables como tiempo de
evolucion o antecedente familiares de lesiones vasculares. Las mutaciones
presentes en este estudio correspondieron a 10% de este grupo. La primera
mutaciéon fue Y897C, la cual se ha reportado por distintos autores todos ellos en
malformaciones vasculares (Limaye et,al. 2009) Liyame la reporto en una mujer de
62 afnos en tejidos blandos del tobillo y una mujer de 23 afos en tejidos blandos el
codo. En nuestro caso se localizé en un nifio de 8 meses en tejidos blandos de
cuello. Para el segundo caso, la mutacion fue otra mutacion reportada, la R918C,
ésta correspondié a un nifio de 6 anos y la lesidon la presentd en el mesocolon,
aqui es de interés ya que es una lesidn que se produjo intrabdominal, lo cual en
estudios previos no se ha reportado. Ambas mutaciones fueron descritas
anteriormente las cuales se comprobd que cambian la estructura de los dominios

intracelulares del receptor Tie-2.

25



26

A pesar de que en nuestro estudio la frecuencia es baja, a diferencia de lo
reportado en la literatura en los cuales se encontraron mutaciones en hasta 45%

de los casos en pacientes adultos asiaticos' 2.

Esto puede indicar que en
lesiones de pacientes pediatricos o por lo menos en etapas tempranas del
desarrollo de las lesiones, las mutaciones en este exon probablemente no sean un
factor predominante para la génesis y el crecimiento de dichas lesiones, ya que se
han reportado estudios en los que no se han encontrado mutaciones en TEK en
malformaciones vasculares (N. Brahami, M. Aribi, 2013), ademas que pueden
estar implicados otros exodnes, 23 o 25, como los reportados por Ye (Ye et al,
2011) u otros genes como RASA 1 que se ha edificado en malformaciones
principalmente muco-cutaneas o del sistema nervioso central (R. Thiex, J.B.
Mulliken, 2013). Seria importante demostrar si estas alteraciones son mas
frecuentes en lesiones con recurrencia; o que con el tiempo puedan aumentar de
tamano. Por lo que se pudo observar, las mutaciones encontradas predominan en
las malformaciones sin tener claro si la localizacion y/o género estén relacionados
con la presencia de las mutaciones. Es conveniente sefialar que seria de suma
importancia comprobar por medio de inmunohistoquimica u otro método, si
realmente en los pacientes con malformaciones vasculares, el receptor realmente
este activado sin la necesidad de un ligando, o que realmente no sea tan
importante la actividad de este receptor en la génesis de posibles malformaciones
vasculares. Proponemos entonces que se estudie mas a fondo el tipo de
malformaciones, el tiempo de evolucién y evidenciar la actividad del receptor
(actividad de tirosin-cinasa) para angiopoyetina (TEK) para relacionar este como
un factor importante en la génesis de malformaciones vasculares en poblacién

pediatrica.
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