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1. MARCO TEORICO
1.1 Introduccién a los tumores de células redondas (Ewing like)

Los tumores de Ewing fueron descritos inicialmente en el afio 1921 por James Ewing en
casos que se localizaban anatémicamente en hueso de pacientes pediatricos fueron definidos
como una neoplasia maligna de alto grado osteolitica y llamado “Endotelioma éseo difuso”
(1, 2). Ha transcurrido méas de un siglo desde la primera descripcion y si bien, entendemos
que este tumor inicialmente descrito James Ewing no es propiamente un tumor, si no un
espectro de tumores que muestran multiples caracteristicas, clinicas, morfologicas,
inmunofenotipicas, moleculares y prondsticas que se traslapan entre si, aun no terminamos
por discernir completamente lo que hoy sabemos que es una familia de tumores, de ahi que
utilizamos el adjetivo Ewing-like. Los tumores de origen mesenguimal han sufrido cambios
sustanciales para su clasificacion, lo cual tiene como objetivo entender mejor estas neoplasias
y como consecuencia estratificar diferentes grupos de diagnostico, prondstico, manejo y
supervivencia (3). Si bien el término “tumores de la familia de Ewing” se ha empleado por
un tiempo considerable, los miembros han ido cambiando con el tiempo con términos que
actualmente estan quedando en desuso como el tumor de Askin o el Tumor neuroectodermico
primitivo (PNET) (4). De acuerdo con la actualizacion més reciente del libro de la
Organizacién mundial de la Salud (OMS) para el diagnostico de tumores de tejidos blandos
y hueso, los sarcomas con morfologia de células redondas se subcategorizaron en distintas
entidades dependiendo de las alteraciones moleculares que muestran (3). Previo a esta
actualizacion muchos de estos tumores se encontraban en una zona gris por no cumplir los
criterios diagnosticos y clinicos que en ese momento se consideraban esenciales y deseables
para ser diagnosticados como Sarcomas de Ewing, por lo que en las ultimas dos décadas se
anclo el término “Sarcoma de Ewing atipico” para agrupar ese grupo de tumores (5).
Morfol6gicamente este grupo de sarcomas esta compuesto por células pequefias, redondas y
de aspecto basofilo, a las cuales se les confiere un origen neuroectodérmico con grados de
diferenciacion distintos, sin embargo, para terminos practicos estos tumores se consideran
morfolégicamente indiferenciados (3, 6). A partir de un trabajo realizado en 2012 por
Antoine Italiano et al. El cual aborda la problematica al momento de diagnosticar este grupo

de tumores (Ewing like) en nifios y adultos con tumores de células redondas que mostraban



con un espectro de morfologia histologica amplio el cual podia ser el de un Sarcoma de
Ewing clasico o imitar desde un tumor fibroso solitario, rabdomiosarcoma alveolar,
liposarcoma mixoide o un sarcoma sinovial y que no mostraban rearreglos genémicos
propios de una entidad (EWSR1, SS18, DDIT3, FOXO1, STAT®6), incluyendo 22 pacientes,
encontrdé que hasta el 68% mostraba rearreglos en el gen CIC (7). Actualmente el termino
Sarcoma indiferenciado de células redondas se considera una categoria obsoleta donde se
agrupaban todos los tumores con esa morfologia de significado desconocido (8).
Posteriormente surgieron multiples lineas de investigacion en el mundo que abrieron puerta
al afianzamiento y descubrimiento de multiples genes involucrados en el desarrollo de estas
neoplasias, de tal modo que a nivel genémico estos se pueden categorizar como Sarcomas de
Ewing (SE) si muestra translocaciones cromosomicas reciprocras y rearreglos del gen que
involucra laregion 1 de quiebre del Sarcoma de Ewing (EWSR1) localizado en el cromosoma
22012 con algan miembro de la familia ETS como lo es FLI-1 (85% de los casos) (9, 10, 11).
Por otra parte, actualmente estan descritos 4 subcategorias principales de Sarcomas Ewing
like: Sarcomas con rearreglos en el gen CIC, sarcomas con rearreglos en BCOR, sarcomas
con fusion de EWSRL1 con otro gen que no pertenezca a la familia ETS y sarcomas no
clasificables (5, 9, 12).

1.2 Epidemiologia y antecedentes

Los sarcomas de la familia Ewing (SFE) comprende un subgrupo pequefio de los sarcomas
(menos del 1%), los SE clésicos se presentan con mayor frecuencia en hueso (Pelvis, costillas
y diéfisis de huesos largos) y del 20-30% en sitios extra esqueléticos como tejidos blandos,
organos solidos u otros sitios poco frecuentes que se comenzaron a reportar y esto es variable
dependiendo del Sarcoma Ewing like en cuestion, como lo muestra Terrier-Lacombe et al. en
una serie publicada en 2009 de 14 casos caracterizados como sarcomas de Ewing
superficiales (cutaneos/subcutaneos) con rearreglos en EWSR1, una media de edad de 17
afios y con algunos hallazgos morfolégicos que por lo menos son de llamar la atencion, como
lo fueron extensas areas hemorragicas, aspecto angiomatoso, distribucion en sabanas y nidos
de ceélulas redondas pequefias y azules que es algo mas tipico, lo mas interesante de esta serie
de casos es que se mostrd un comportamiento clinico patolégico distinto a los SE clasicos

con mejor pronostico y supervivencia de los pacientes, en donde de los 14, 11 tuvieron



seguimiento los cuales se les trato con un régimen basado en quimioterapia (Qt) y
radioterapia (Rt) logrando remisién completa hasta el Gltimo seguimiento, esta serie de casos
nos comienza a mostrar marcadas diferencias de comportamiento bioldgico, clinicas y
patoldgicas en estos tumores siendo entidades por separado que en su momento aun no se
encontraban categorizadas molecularmente como tal (2, 3, 13, 14, 15, 16). Los SFE afectan
pacientes pediatricos y adultos, y si bien no se encuentra definido el punto de corte para
considerar adulto al paciente con respecto a esta familia de tumores, la mayoria de los
estudios utilizan la edad de 16 afios, aunque esto es variable ya que en los estudios con mayor
poblacién involucrada se utiliza como punto de corte los 18 afios (14, 17). El pico de
incidencia son los 15 afios en promedio, los hombres se encuentran mas afectados que las
mujeres con una relacion 3:2 y se ha observado que este grupo de tumores afecta
predominantemente poblacion con descendencia europea (1.5 casos por millon de nifios,
adolescentes y adultos jovenes), en contraste con la poblacion que tiene descendencia asiatica
o africana las cuales tienen menor incidencia (0.8 y 0.2 casos por millon por afio
respectivamente) (2, 18). Constituyen el 5% de los tumores malignos primarios 6seos en
nifios y adolescentes, alrededor de la mitad surgen de tejidos blandos y aproximadamente un
cuarto de los pacientes tienen metastasis al momento de diagnostico, siendo el pulmon el
sitio mas frecuente (50%), seguido por el hueso (25%) y medula dsea (20%), otro sitio que
se debe considerar es cabeza y cuello (tracto sino nasal) de donde se originan hasta el 10%
de los sarcomas de Ewing (4, 19). Hasta donde es nuestro conocimiento, actualmente no
existen en México publicaciones previas que categoricen de acuerdo con los Gltimos
subgrupos publicados en la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a esta familia de
sarcomas (Ewing like) y su comportamiento biolégico en nuestra poblacion.

1.3 Etiologia, patogenia y aspectos gendmicos

Los sarcomas indiferenciados no clasificables conforman una categoria de tumores
mesenguimales raros que no estan distinguidos por una linea de diferenciacién demostrable
por algin método (20). Por décadas, se ha debatido el origen de los SE/Ewing like sin
concluir si las celulas de origen son células madre derivadas de la cresta neural o
mesenquimales (2). Histoldgicamente hace afios esta categoria se podia subdividir en

fusocelular, células redondas, epitelioide y pleomorfica, sin embargo, los patrones



histolégicos no son mutuamente excluyentes y pueden coexistir lo cual le brinda una
heterogeneidad histoldgica y vuelve més compleja su traduccién diagnostica (20). Desde el
descubrimiento de EWSR1-ETS muchos de los sarcomas 6seos que terminaban en categoria
de no clasificable pudieron ser categorizados y a lo largo de las ultimas décadas el
descubrimiento de nuevos re-arreglos gendmicos (inversiones, deleciones y duplicaciones
segmentarias) que se traducen en genes de fusion oncogénicos, dando lugar a nuevas
categorias con significancia clinica gracias a la biologia molecular y el desarrollo de nuevas

tecnologias/metodologias de deteccion, particularmente para RNA/DNA (20).

En principio los sarcomas de la familia Ewing son la consecuencia de una translocacion
genética, sin embargo, las vias conductoras hacia esto son multiples y complejas. Las
translocaciones son el sello distintivo de muchas neoplasias malignas derivadas de distintas
capas embrionarias y se han estudiado ampliamente, asi como otro tipo de re-arreglos
gendmicos con el fin de desarrollar estrategias terapéuticas distintas o nuevos blancos
terapéuticos accionables (21). Un ejemplo de esto es que los SFE tienen fusiones especificas
EWSR1-ETS, principalmente con los socios de fusion FLI-1, ERG o en el caso del tumor
desmopléasico de células redondas EWSR1-WT1 (22). Es sabido que en el espectro de
sarcomas Ewing like tienen fusiones entre genes de la familia TET/FET y ademas con genes
que no pertenecen a la familia TET, lo que resulta en fusiones EWSR1-ZSG 6 EWSR1-
POUSF1 por citar algunos ejemplos (23). Los estudios de Secuenciacion de Siguiente
Generacion (NGS) han revelado que esta familia de tumores de células redondas y azules
también muestran sellos mutacionales distintivos a base de fusiones dando lugar a grupos
que reflejan caracteristicas clinicas particulares y diferentes a los SE clasicos, como lo son

los que tienen re-arreglos genomicos en CIC, BCOR o fusiones en genes No-ETS (23, 24).

Durante la tumorogenesis los cambios en el patron de DNAm con
hipometilacion/hipermetilacion de las islas CPG conduce a un silenciamiento anormal de
muchos genes entre ellos supresores tumorales (25). La proteina derivada de la fusion de los
genes mencionados funciona como un factor de transcripcién que aumenta la expresion de
multiples blancos involucrados en el crecimiento y supervivencia tumoral como IGF1, GLI-
1, Myc e ID2 mientras disminuye la expresion de reguladores del ciclo celular y genes pro

apoptoticos como TGFB2, p21, IGFP3; aunado a esto la proteina de fusién juega un



importante papel promoviendo la diferenciacion celular con una regulacion al alza de genes
como EZH2 y SOX2 (26).

Se ha descrito la dependencia del SE al represor transcripcional ETV6 y su interaccion con
la proteina de fusion oncogénica EWS-FLI1 utilizando tecnologia con CRISPR enfocado en
dominios para identificar dependencias transcripcionales junto con ensayos bioquimicos y
epi genodmicos, observando principalmente la competencia de ETV6 con EWS-FLI1 para
unirse a elementos de ADN enriquecidos con secuencias cortas y repetitivas de GGAA
(microsatélites), la subsecuente inactivacion de ETV6 promueve la diferenciacion

mesenquimal y SOX-11 juega un papel clave en este proceso (27).

1.3.1 Sarcoma de Ewing

Para el patdlogo distinguir entre un SE o un SFE es algo sumamente retador debido a la
amplia variedad de similitudes de las caracteristicas inmunofenotipicas y morfologicas (22).
Los SE son la consecuencia y se encuentran definidos por la translocacion t(11;22) (q24:q12)
de la porcion terminal N del gen EWSR1 con la porcién terminal C del gen FLI 1, lo que da
como resultado la proteina de fusiébn EWS/FLI1 que se une a la RNA helicasa A y altera la
actividad para elementos potenciadores esenciales para el crecimiento tumoral, ademas de
inhibir la muerte celular programada (21). Las fusiones recurrentes de los genes EWSRL1 o
FUS con varios miembros de la familia de los factores de transcripcion ETS (Mas
comunmente FLI-1 0 ERG) es el sello molecular de SE clasico (28). Otros eventos como la
inactivacion de TP53 y CDKN2A causan una desregulacion a diferentes niveles incluyendo
la proliferacién celular, invasion y reprogramacion metabolica (21). Para su diagnostico de
acuerdo con la OMS debe de cumplir con una morfologia de células pequefas y redondas
asociada a positividad para el anticuerpo CD99 como criterios esenciales y demostrar la
deteccidn de la fusion FET-ETS a través de RT-PCR o FISH como criterio deseable, aunque
encontrar rearreglos solamente en el gen EWSRL1 no es especifico de SE clasico por lo que
en el caso de solo contar con este tipo de prueba es importante una correlacion clinico-

patoldgica adecuada (11,26).

Otro marcador de inmunohistoquimica que ha tomado gran relevancia en los ultimos afios

para el diagnostico de SE clasico es el NKX 2.2, un factor de transcripcion de homeodominio



involucrado en la diferenciacion neuroendocrina/neuroglial, siendo un blanco de marcaje a
la baja de EWSR1-FLI1 (11). En principio este marcador se consideraba diagnéstico para SE
clasico sin embargo diversos estudios han reportado que también puede mostrar
inmunorreactividad en otro tipo de neoplasias como lo son el neuroblastoma olfatorio (esto
puede ser explicado por la coactivacion oncogénica de la via de sefializacion Sonic-
Hedgehog) o el condrosarcoma mesenquimal por mencionar algunos ejemplos (11). Por si
solo, este marcador es altamente sensible (96%), pero menos especifico de lo que se creia en
un inicio, siendo imperfecto como marcador confirmatorio, sin embargo la combinacion de
este con otros marcadores como CD99 y FLI-1 aumenta el rendimiento diagnéstico de los
SE clasicos con respecto a sus imitadores histologicos mas comunes, incluyendo los
Sarcomas con rearreglos en CIC, alteraciones genéticas en BCOR y los que muestran fusion
en FET-no ETS (29).

Aunque en un inicio los SE clésicos se describieron en hueso, actualmente la variedad de
sitios primarios que se han descritos es muy amplia con reportes en la literatura en sitios
sumamente atipicos como O6rganos soélidos/huecos viscerales, especialmente en tracto
digestivo en el cual se ha observado una prevalencia aproximadamente del 3% con
predominio hacia intestino delgado con similares rangos de mortalidad a los SE clésicos

originados en hueso o tejidos blandos (16, 30).

En tracto sino nasal el diagnostico diferencial es igual de amplio que en otros sitios primarios,
con algunos otros a considerar, entre ellos se encuentran el Melanoma asociado a mucosas,
Rabdomiosarcoma, Carcinoma sino nasal indiferenciado, NUT carcinoma, Carcinoma
neuroendocrino, Linfoma NK/T extra nodal de tipo nasal, Neuroblastoma olfatorio y los

Tumores neuroendocrinos pituitarios (PitNET) (19).

Como se menciond previamente, hasta un 25% de los pacientes con SE clasico tienen
metastasis al momento del diagndstico, dada su etiopatogenia las células tumorales con alta
expresion de EWS-FLI1 al estar sumamente indiferenciadas, tienen un alto indice de
proliferacion, por otro lados las que muestran una baja expresion de EWS-FLI1 cuentan con
un fenotipo mesenquimatoso con tendencia a la migracion y metéstasis, esto se explica
debido a la perdida de expresion de E-cadherina lo que favorece una alta expresion de

marcadores mesenquimales como N-cadherina, por lo que en este contexto se ha observado



que la fusion EWS-FLI1 también funciona como un inductor metastasico por su papel de
organizacion en el citoesqueleto de actina, ademas su silenciamiento provoca una pérdida de
expresion de proteinas de unién como Claudina-1, Ocludina o desmosomas (Desmoplakina,
Paloplakina) (2).

Existen una serie de tumores relacionados a pacientes con mutaciones germinales en
DICERL, entre ellos los Sarcomas asociados a DICER1 los cuales histolégicamente muestran
un patrén que imita al Blastoma Pleuropulmonar independientemente de su sitio de origen,
con células pequefias, redondas y azules, areas fuso celulares poco diferenciadas,
pleomorficas con diferenciacion rabdomioblastica/condroide e inclusive con calcificaciones
o formacién de osteoide, independientemente de su rareza, se deben de considerar en el
diagnostico diferencial de los SFE (31).

1.3.2 Sarcoma con rearreglos en CIC

Desde hace méas de 20 afios se ha visto que ciertos grupos de sarcomas tienen una amplia
expresion de marcadores de inmunohistoquimica, por ejemplo, los rabdomiosarcomas, desde
el 2002 se ha descrito que tienen expresion de Tumor de Wilms 1 (WT-1), una proteina con
cuatro dedos de zinc del tipo-Kruppel en la region guanidina-citidina (GC) secuencia
consensada rica en “EGR1” la cual es requerida para la diferenciacion y proliferacion tisular
con un rol importante en el desarrollo de tejidos derivados del mesodermo por lo que su
expresion aberrante se puede encontrar ademas en una gran cantidad de neoplasias malignas
originadas de esta capa embrionaria (32). Cuando inicialmente Carpentieri et al. Describieron
la expresion de este marcador en los rabdomiosarcomas sugirieron que podia existir una
asociacion entre los tumores de Wilms, la diferenciacion miogénica y los rabdomiosarcomas
e incluso que podia ser Gtil en ese tiempo para la diferenciacion entre Rabdomiosarcomas y
SE (32).

El sarcoma con t(4;19)(g35;q13.1) asociada fue descrito en 1996 por Richkind et al. En un
paciente pediatrico de 12 afios con un gran tumor en el tobillo que tenia metastasis a pulmoén
en el momento del diagndstico, el cual tuvo una Sobrevida Global (SG) de 10 meses (33).
Posteriormente otro grupo de trabajo encabezado por Kawamura et al. Identifico los genes
resultantes de esas translocaciones, CIC (19q13) y DUX4 (4935) (33).



En 2014 Shintaro et al. Describieron el primer sarcoma con fusion en CIC-FOXO04, en un
paciente de 63 afios con origen primario en tejidos blandos de cuello, este socio de fusion
perteneciente al cromosoma X es miembro de la familia de genes Forkhead y algunas
neoplasias presentan fusiones quiméricas con este gen como el rabdomiosarcoma alveolar
(FOX04/PAX3) vy la leucemia mieloide aguda (FOXO4/AFX-MLL) (22).

Alrededor del 2012 se comenzaron a integrar los sarcomas que mostraban rearreglos en el
gen CIC dentro de los tumores SFE, siempre y cuando no mostraran rearreglos EWSR1-ETS
(22).

Generalmente los sarcomas de este grupo se presentan en pacientes de mayor edad (37 afios
en promedio), aungue el rango es amplio e inicialmente se describieron en pacientes
peditricos siendo igual o mas agresivos que los SE y su proporcion con respecto a los demés
grupos SFE (Ewing like) ronda del 15-20% (10, 24, 34, 38). Su origen puede ser en tejidos
blandos superficiales, profundos, 6rganos solidos o cerebro de forma menos habitual, aunque
existen reportes de sitios sumamente inusuales como en pleura donde el diagndstico
diferencial se vuelve complejo al querer distinguirlo de un mesotelioma (Calretinina y WT-
1 positivos) o un Sarcoma sinovial monofasico (CD99, FLI-1, TLE-1 positivos) los cuales
muestran un inmunofenotipo que imita al de este grupo de sarcomas (34, 38). También se
han visto casos diagnosticados inicialmente como angiosarcomas 0 angiosarcomas
epitelioides con co-expresion de CD31 y ERG que muestran rearreglos en CIC y terminaron

siendo reclasificados a este grupo de sarcomas (34).

Actualmente los sarcomas del grupo CIC comprenden el segundo grupo de los SFE, después
de los SE clésicos (34), se caracterizan por translocaciones recurrentes t(4;19) (q35;13) que
resultan en la fusion entre el gen CIC (Represor transcripcional Capicua) y DUX4/DUXAL,
un gen de homeodominio doble (35, 36). La fusion de CIC-DUX4 actia como un factor de
transcripcion aberrante activando fuertemente dianas CIC corriente abajo, la oncoproteina
resultante regula al alza varios genes de la familia ETS (ETV1, ETV4, ETV5) y de la
subfamilia PEA3 (Activador potenciador del Polioma 3) involucrado en la embriogénesis y
morfogénesis ramificada de las estructuras epiteliales incluidas yemas uroteliales y de las
extremidades (29, 33). El gen CIC puede tener distintos socios de fusion, tales como FOXO4,
LEUTX, NUTM2A, NUTML siendo los mas habituales, pero también recientemente se han



descrito distintos genes como AXL, CITED1 y SYK, ademas este grupo de sarcomas tiene
una tasa de mutaciones baja (34, 37). Para su diagndstico de acuerdo con la OMS debe de
cumplir como criterios esenciales un fenotipo predominantemente de células redondas, leve
pleomorfismo nuclear, componentes epitelioides y/o fusocelulares, estroma variablemente
mixoide y un inmunofenotipo con expresion variable para CD99 (Expresion débil y
membranosa) y frecuentemente son positivos para WT1 (95% sensible y 81% especifico)
(utilizando de preferencia WT1 C-terminal sobre N-terminal el cual puede dar falsos
negativos y una interpretacion mas dificil) y/o ETV4 (90% sensible y 95% especifico), en
casos selectos realizar el rearreglo del gen CIC se considera un criterio deseable (24, 29, 33,
34,). Morfol6gicamente también puede mostrar componente de células claras, caracteristicas
de alto grado, nidos septados por bandas de tejido fibroconectivo y necrosis (34, 36). SC
Smith et al. Han descrito en un trabajo que existe inmuno reactividad para FLI-1 y ERG en
algunos casos CIC-DUX4 confirmados, imitando el inmunofenotipo que muestra el tumor
desmoplésico de células redondas y a su vez dificultando la distincidn, ademés en el mismo
trabajo se comienza a dar mayor relevancia a la separacion de los Sarcomas con rearreglos
en CIC debido a que pueden responder tener una mejor tasa de respuesta inicial al esquema
multi droga para SE, sin embargo, desarrollan rapida resistencia (36, 34). Ademas, se ha
observado que este grupo de tumores muestra amplificaciones en el gen MYC, GLI 1 0
NROB1 con expresién variable que en ensayos clinicos posteriores podria representar una

alternativa terapéutica (2, 36).

1.3.3 Sarcomas con alteraciones genomicas en BCOR

El gen de fusion BCOR-CNNB3 resulta de una inversion para céntrica del cromosoma X y
le confiere un perfil genémico distinto a los sarcomas con re-arreglos en EWSR1 o CIC,
mencionados anteriormente (20). Este subgrupo de sarcomas muestra una fuerte predileccion
por aparecer en hombres, generalmente tienen un origen 6seo/tejidos blandos en adolescentes
y adultos jovenes, constituyendo el tercer grupo en frecuencia de los SFE (Ewing-like) con

una frecuencia estimada del 5-10 % (10, 20).

Aunque inicialmente la funcidn que determinaba los sarcomas con fusion en BCOR-CCNB3,
se ha postulado que CCNB3 es una ciclina meidtica restringida a los espermatocitos mientras

que el gen de BCOR inicialmente se identifico por codificar un co-represor de BCL-6 que
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regula la funcion de las células madre mesenquimales mediante una modificacion epigenética
de la metilacion de las histonas lo cual puede tener relacién con este subgrupo de sarcomas
(20).

Molecularmente los sarcomas con alteraciones en BCOR son sumamente diversos y estos
pueden tener translocaciones, mutaciones activadoras, asi como fusiones con distintos socios
tales como CCNB3, MAML3, ZC3H7B, CHD9, CIITAy KMT2D (37). Este gen puede ser
activado por una via alterna a través de duplicaciones internas en tandem (DIT) del exo6n 15,
ademas este codifica la subunidad de una proteina del complejo multiple (polycomb)

represivo 1 (37).

Antonescu et al. En un trabajo realizado en 2020 publico que junto con las alteraciones
genéticas en BCOR identificadas a través de ITD también se han detectado de forma mucho
menos frecuente fusiones alternativas como YWHAE-NUTM2B/E en hasta la mitad de los
tumores indiferenciados de células redondas conocidos como Tumores primitivos mixoides
mesenquimales de la infancia (TPMMI), esto reforzo la idea de que estos tumores tenian la
misma via patogénica y molecular que el sarcoma de células claras renal el cual tiene
alteraciones genéticas e inmunofenotipicas similares (BCOR, Ciclina D1, SATB2 positivos)
abriendo un panorama distinto por esta via oncogenica del subgrupo no conocida con

supervivencias globales sin diferencias estadisticamente significativas (8).

El conductor oncogénico y el tipo de mutacién tiene traduccién clinico-patolégica, los
Sarcomas Ewing like positivos para BCOR-ITD junto con los TPMMI se presentan mas
comunmente en nifios origindndose en torax o tejidos blandos intrabdominales, por otro lado,
los Sarcomas de células claras surgen del rifion surgen en nifios de 2-4 afios y por ultimo los
tumores con fusion BCOR-CCNBS3 tienen predileccidn por el esqueleto en adolescentes (8).
La asociacion entre los Sarcomas BCOR-ITD, TPMMI y el Sarcoma de células claras del
rifidn se ha observado y reforzado en otros estudios que han realizado en casos confirmados
molecularmente perfiles de metilacion los cuales han resultado similares, por lo tanto los
Sarcomas de tejidos blandos y renales BCOR coinciden con las clases de metilacion de
sarcomas BCOR alterados, esto le da importancia al perfil de metilacion de ADN (mMDNA)
como una herramienta diagndstica con traduccion clinica util (25). Mas de dos alteraciones

de tipo CNV le confieren peor pronéstico (25).
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En el grupo de tumores con alteraciones en BCOR, actualmente se reconocen tres clases de
metilacion: Tumores de células pequefias redondas y azules con alteraciones en BCOR
(SBRCT-BCOR), Sarcoma de células claras renal (CCSK) y Sarcoma del estroma
endometrial de alto grado (EES-HG) (25).

Como criterios esenciales para su diagnéstico la OMS indica que este grupo debe de tener
una morfologia de células primitivas redondas a fuso celulares que se agrupan en nidos,
sabanas o tienen un crecimiento fascicular, con ocasionales células discohesivas, un estroma
variablemente mixoide con una vasculatura delicada y positividad por inmunohistoquimica
para BCOR, SATB2 y Ciclina D1 (20, 24). Como criterios deseables se recomienda realizar
una confirmacion molecular para anormalidades genéticas en el gen de BCOR (Fusién en

BCOR o Duplicaciones internas en tandem) (24).

En el diagndstico diferencial este grupo de sarcomas puede imitar una gran variedad de
neoplasias fuso celulares/mixoides como lo son el TPMMI, sarcoma de células claras renal,
sarcoma sinovial, TMVNP, dermatofibrosarcoma protuberans o el sarcoma fibromixoide de
bajo grado y algunos tumores en Sistema Nervioso Central (SNC), aunque, estos solo son
ejemplos representativos ya que la lista de imitadores es mucho méas amplia (8, 20).

1.3.4 Sarcomas con fusiones en EWSR1 no ETS

En este grupo se engloban principalmente dos sub categorias, los sarcomas EWRS1::PATZ1
y los sarcomas EWRS1::NFATc2. PATZ1 se localiza en el cromosoma 22 y se encuentra a 2
mega bases de distancia del gen EWSR1, la fusion de ambos implica una translocacion intra
cromosOmica con inversion peri céntrica (37). Por otro lado, los sarcomas NFATc2 se
asocian a translocaciones no balanceadas con perfiles genéticos complejos que
frecuentemente involucran otras vias moleculares como por ejemplo deleciones
concomitantes en CDKN2A/B lo que les confiere la expresion de multiples proteinas siendo
también conocidos como sarcomas poli fenotipicos (37). Este es el cuarto grupo en frecuencia
de los SFE (Ewing like) el cual constituye menos del 1% de los casos; El estudio clinico-
patoldgico de los Sarcomas con fusién EWSR1::PATZ1 mas grande reportado por Michal et
al. En 2021 fue de 9 casos, los rangos de edades que iban desde los 8 hasta los 81 afios (Edad

promedio 49 afios) con caracteristicas morfologicas de bajo, intermedio o sarcomas de alto
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grado, heterogéneos, compuestos por células fuso celulares entremezcladas con células
ovoides, epitelioides y redondas, que en ocasiones suele tener un estroma mixo-hialino con
depdsito de coldgeno denso, cambios micro quisticos, reticulares y vasos de neoformacion
de tipo hemangiopericitoma (28). El perfil inmunofenotipico expresa S-100, GFAP, MyoD1,
Pax-7, Desminay citoqueratinas AE1/AE3 por lo que tanto a este subgrupo como al que tiene

el socio de fusion NFATC2 también son conocidos como poli fenotipicos (28).

En este grupo de SFE (Ewing-like) la OMS recomienda para su diagndstico como criterios
esenciales una morfologia de células fuso celulares a redondas, caracteristicas de bajo grado
(aunque existen algunos casos de alto grado) y cambios fibroestromales (24). La prueba de
FISH EWSR1 break appart muestra amplificacion del extremo 5” en sarcomas con rearreglos
en EWSR1-NFATC2, por lo que la identificacion de la fusion siempre serd considerada el
gold standard (24). Como criterios deseables la mayoria de los tumores con rearreglos en
NFATC?2 se localizaran en huesos largos, ademas los sarcomas con rearreglos en PATZ-1
deben mostrar una morfologia de células redondas a fusoceulares con un fenotipo divergente

que involucre origen miogénico y neurogénico (24).

Una de las caracteristicas de estos subgrupos de sarcomas poco frecuentes es su predileccion
por surgir de tejidos blandos toréacicos y/o pulmén, ya que alrededor del 50% de los casos
reportados a la fecha se originan de ese sitio; Otros origenes reportados con menos frecuencia
son los tejidos blandos de la pared abdominal, tejidos blandos abdominales profundos y

organos viscerales (28).

Debido a que morfolégicamente este grupo de SFE (Ewing Like) son sumamente
heterogéneos Michal et al. Propuso un abordaje para el diagnéstico de estas neoplasias
basados inicialmente en la morfologia y estratificacion por grupos, el primer grupo lo
componen tumores de aparente bajo grado, con morfologia fusocelular, ovoide, células
redondas y epitelioides con un marcado estroma hialino, esto puede recordar tumores como
el Tumor fibroso solitario (TFS) o los Mioepiteliomas; el segundo grupo comprende los
tumores de grado intermedio/alto con células redondas u ovoides con muy escaso
componente estromal o fuso celular; por dltimo el tercer grupo fue determinado por sarcomas
puramente de alto grado con morfologia mixta en donde los principales diagnésticos

diferenciales incluian los Rabdomiosarcomas, Sarcomas con alteraciones genéticas en BCOR
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o rearreglos en el gen CIC; este abordaje desde la morfologia puede ser practico en el
momento de cribado de tumores Ewing-like sobre todo cuando ya se han descartado los
grupos més frecuentes mencionados en apartados anteriores (28).

1.4 Cuadro clinico

Los SE afectan predominantemente la metafisis de los huesos largos (80% de los casos) con
picos de incidencia entre la primera y segunda década de vida, por otra parte, cuando se
presentan en adultos clinicamente tienden a debutar en tejidos blandos profundos de la region
paravertebral, la porcién proximal de las extremidades y de forma mucho menos frecuente
en organos solidos, esto es variable dependiendo de la categoria de SFE (Ewing like) que
abordemos (3). El segundo grupo en frecuencia de los tumores Ewing like son los sarcomas
con re-arreglos en CIC, este grupo es mas frecuente en nifios y adultos jévenes con un
promedio de incidencia en la segunda década, sin embargo, se han reportado casos en un
amplio rango de edades (3, 35). La mayoria surgen de tejidos blandos profundos en la region
del tronco, extremidades o en cabeza y cuello, también pueden surgir de tejidos blandos
superficiales u érganos sélidos en el 10% de los casos y su incidencia en hueso es
extremadamente rara (3, 35). La fusion CIC::NUTML1 que fue descrita recientemente muestra
cierto tropismo por tumores de este grupo localizados en sistema nervioso central (SNC) (3).
El tercer grupo en frecuencia son los sarcomas con re arreglos en BCOR los cuales se originan
predominantemente en hueso, seguido de los tejidos blandos, constituyendo el 5% de los
sarcomas Ewing like, muestran un pico de incidencia en la segunda década de vida y se ha
reportado que cuando existe la fusion BCOR::CCNB3 estos tienden a surgir en la pelvis,
extremidades inferiores y la region para espinal (3). La localizacién en érganos solidos de
este grupo se ha reportado, sin embargo, es extremadamente rara (3). Los SE con socios de
fusion que no pertenecen a la familia ETS son el grupo mas infrecuente de estas categorias
constituyendo menos del 1%, en comparacion con las otras categorias este se caracteriza por
ocurrir en pacientes de mayor edad con un rango de incidencia muy amplio (edad promedio
de 49 afos) (3, 28, 37). La localizacidn de estos tumores es variable, se ha descrito que los
sarcomas con fusién en EWSR1::FUS-NFATc2 tienden a surgir en la metéafisis o diafisis de

huesos largos afectando a pacientes con una edad promedio de 39 afios, mientras que los
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sarcomas con fusion en EWSR1::PATZ1 ocurren en tejidos blandos profundos y la pared
abdominal (3, 28, 37).

1.5 Estudios de imagen

Para una adecuada estadificacion del paciente se utilizan técnicas de imagen combinadas,
entre ellas estan la Tomografia por emision de positrones con desoxifluoroglucosa (PET-
FDG), Resonancia magnética nuclear (RMN) y la Tomografia computarizada (TC), siendo
el actual standard la RMN ya que es més sensible que la TC para la deteccion de metastasis
y en algunos estudios se ha visto que tiene equivalencia en cuanto a sensibilidad para la
deteccidn de metastasis que el PET-FDG (4).

1.6 Histopatologia

La morfologia de estos tumores es diversa, siendo un verdadero reto para los patélogos mas
expertos, sin embargo, sigue siendo el origen para un abordaje diagnoéstico complejo, por si
sola se encuentra sumamente limitada para el mismo, aungue es importante reconocer la
variedad de patrones que se pueden encontrar para realizar un abordaje diagnostico dirigido
con implicaciones prondsticas y terapéuticas para el paciente. EI 80% de los SE muestran
patrones clasicos donde existe una proliferacion difusa de células pequefias, redondas, de
nucleo basofilo las cuales son discohesivas y monétonas, con un patron de cromatina granular
fino y de uno a tres nucleolos, estas células tienden a tener un citoplasma amplio de tinte
eosinofilico que es positivo para la tincion de Acido Periddico de Schiff (PAS) (24, 39).
Ademas, muestran necrosis geografica y un elevado conteo mitdtico (24, 39). Los patrones
no clasicos del SE descritos son el patrén de tumor neuro ectodérmico primitivo (PNET),
alveolar, fuso celular, reticular en un trasfondo mixoide-hialinizado, anidado-epitelioide y el
patrén de tipo adamantinoma (este Gltimo subtipo tiene afinidad por el tracto sino nasal) (19,
35, 39). El grupo de sarcomas con rearreglos en CIC son relativamente bien circunscritos,
con necrosis y hemorragia prominentes, generalmente son tumores lobulados con un estroma
escleroso a menos que se encuentren localizados en SNC, morfolégicamente estan
compuestos por sabanas difusas de células pequefias y redondas, tienden a tener un
citoplasma mucho mas amplio y mayor cohesividad intercelular que los SE, los nucleos son

de cromatina vesicular prominente y mitosis atipicas muy abundantes, en algunos casos
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adoptan una configuracion epitelioide y se confunden con carcinomas o el sarcoma
epitelioide, una caracteristica particular de este grupo es que muestran cambios mixoides
focales con un crecimiento arquitectural en cordones hasta en el 50% de los casos y puede
imitar a otros tumores como el condrosarcoma extra esquelético mixoide, los tumores
mioepiteliales, sarcoma sinovial, liposarcoma mixoide, rabdomiosarcomas, tumor
desmoplésico de células redondas, Carcinomas (Células pequefias, NUT, Células de Merkel),
Linfoma linfoblastico, melanomas y tumores pediatricos (neuroblastomas o tumor de Wilms)
(11, 29, 39). Los sarcomas BCOR se pueden presentar con morfologia pura de células
redondas y azules, similar al SE clasico, pero la mayoria de las veces estos muestran una
morfologia fusocelular y no es infrecuente que se confundan con un sarcoma sinovial (SS) o
un tumor maligno de la vaina nerviosa periférica (TMVNP), también pueden mostrar un
patron estoriforme, fibrilar e hipo celular asemejando tumores fibroblasticos, el estroma
puede ser de edematoso a mixoide y vascularizado, en este grupo es raro ver un patron de
crecimiento organoide y pueden tener focos de diferenciacion osteoblastica lo cual puede
confundir con un osteosarcoma de células pequefias (37, 39, 40). El sarcoma
EWSR1::NFATc2 es una neoplasia bien circunscrita compuesta por células organizadas en
cordones, nidos o pseudoacinos en el trasfondo de un estroma mixoide, hialino o fibroso, las
células son ovaladas a fuso celulares y variablemente uniformes, un hallazgo descrito pero
inconsistente es que muestran un abundante infiltrado por eosinéfilos (37, 39). El sarcoma
EWSR1::PATZ1 muestran una morfologia muy heterogénea que puede tener componentes
de células fuso celulares y redondas, que nuclearmente pueden ser de bajo o alto grado
dependiendo del contexto y al igual que otros grupos pueden tener un estroma fibroso, hialino
0 mixohialino (37).

1.7 Abordaje diagnostico a través de marcadores tumorales por medio de inmunohistoquimica
y biologia molecular

Este grupo de neoplasias es de las que mas ha tenido modificaciones en cuanto a los
marcadores diagndsticos. Por lo que no existe un panel predefinido para el diagnostico
preciso y en muchas de las ocasiones utilizar solo marcadores de inmunohistoquimica puede
ser insuficiente dentro del panel diagnostico y es necesario utilizar estudios moleculares o

NGS con paneles definidos para sarcomas de tal modo que es importante individualizar cada
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caso desde la presentacion clinica, las variables demograficas de cada paciente y la
histopatologia (41). Idealmente, comenzando por estudios de inmunohistoquimica un panel
debe de incluir marcadores como CD99, NKX 2.2, FLI1, WT1, ETV 4, DUX 4,
SMARCBI1/INI1, Agreccan, Ciclina D1, BCOR y SATB2, estos marcadores en el contexto
adecuado ayudan a distinguir entre las tres principales categorias de esta familia de tumores
(35, 37, 39, 42, 43). Un algoritmo diagndstico adecuado se define a partir del contexto clinico
y morfoldgico de la neoplasia, excluyendo con marcadores altamente sensibles y especificos
los diagnosticos diferenciales a considerar incluyendo marcadores que demuestran
diferenciacion miogénica como Miogenina, desmina 0 MYOD1, melanicos o de marcaje
neurogénico como SOX10 o S100, de origen epitelial como citoqueratinas o marcadores de
diferenciacion linfoide (37, 39). Cuando un panel de inmunohistoquimica y citogenética es
insuficiente se pueden aplicar tecnologias como el NGS con paneles de secuenciacion
personalizados para sarcomas que evallen los principales genes de interés para estas
neoplasias en cuanto a diagnostico y alternativas terapéuticas, siendo actualmente el gold-
standard (con una sensibilidad del 97% y especificidad del 100%) como el que disefio
McConell et al. Con un panel enfocado especificamente en el diagnéstico de sarcomas de
tejidos blandos el cual detecta tanto genes de fusion como las variaciones en numero de
copias (CNVs) mas comunes, abarcando 202 fusiones Unicas que se asocian a 87 tipos de
sarcomas y 7 genes con CNVs conocidas en sarcomas (41).

1.8 Prondstico y tratamiento

Previo al 2010 se habian hecho avances considerables en el tratamiento de este grupo de
sarcomas, en particular para los sarcomas de Ewing clasicos “localizados” y aunque
considerable no es sindnimo de suficiente se habia visto que previo a la introduccion de la
quimioterapia tan solo el 10% de los pacientes sobrevivian en contraste con el 75% de
supervivencia (Ewing’s localizados) después de afiadir un esquema terapéutico que -en su
momento- se consideraba adecuado a base de quimioterapia, sin embargo otros retos se
avecinaban debido a los altos indices de toxicidad a corto plazo y graves efectos adversos
por el tratamiento (4). Los esquemas de quimioterapia para los Sarcomas de Ewing clasicos
se remontan a 1960 basados en monoterapia con ciclofosfamida, dactinomicina,

doxorrubicinay vincristina seguido de esquemas de adyuvancia con vincristina, actinomicina
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y doxorubicina (VAC), posteriormente (1988-1992) el Childern’s Cancer Group-Pediatric
Oncology Group (CCG-POG) mostro que la asociacion de ifosfamida con etopésido (IE)
intercalado con un régimen de vincristina, doxorrubicina y ciclofosfamida (VCD) aumentaba
de forma notable la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad traducido
en 69% frente a 54%, (p:0-0.05) y 72% vs 61%, (p:0.01), respectivamente para pacientes que
tenian tumores “localizados” (4). Aun asi, las estrategias actuales de tratamiento para SE
clésicos “localizados” trasladado a pacientes con enfermedad metastésica siguen siendo por
lo menos controvertidas y es que existe lo que se le conoce como una brecha continental en
los esquemas de tratamiento para induccion y consolidacion entre el occidente (USA) y
Europa (44, 45). Los resultados derivados del ensayo clinico controlado aleatorizado de fase
3 que se realizd en 10 paises europeos con 640 pacientes (EURO EWING 2012) que comparo
estrategias terapéuticas para el SE clasico (44, 45). Por un lado la Europea incluye para la
induccion con Vincristina, Ifosfamida, Doxorubicina y Etoposido (VIDE) y consolidacion
con Vincristina, Actinomicina-D, Ifosfamida o Ciclofosfamida (VAI o VAC) o Busulfan y
Melfalan (BuMel) mientras que en USA el esquema esta constituido por ciclos comprimidos
a intervalos de Ciclofosfamida, Doxorubicinay Vincristina (VDC) mas IE, siendo este ultimo
mas efectivo respecto a supervivencia libre de enfermedad y menos téxico que el VIDE, una
factor importante a considerar del EURO EWING 2012 fue que incluyo SE clésicos y Ewing-
like sin caracterizar o estratificar molecularmente en subgrupos (CIC, BCOR, NO-ETS) por
lo que la heterogeneidad en el comportamiento bioldgico pudo ser una variable importante a
considerar, sin embargo este estudio fue de suma importancia para acercarse a una
armonizacion en cuanto a los esquemas de tratamiento basados en Qt para este grupo de
neoplasias (2, 44, 45).

Actualmente existen lineas de investigacidn para integrar nuevas terapias con tratamientos
estandar, optimizar secuencias y combinaciones terapéuticas considerando el perfil
molecular como blanco terapéutico hacia proteinas derivadas de EWS-FLI1 con
oligonucle6tidos inhibitorios, inhibidores de interaccién proteina-proteina (YK-4-279) o
inhibidores PARP1 (Olaparib) (26). Por otro lado, la utilizacién de inmunoterapia con
anticuerpos dirigidos contra dianas tumorales especificas (GD2, B7-H3) son otros horizontes
a considerar, Los anticuerpos anti-gangliosido 2 (GD2), se han utilizado en la terapia para

neuroblastomas (26). Una rama de investigacion interesante son las vacunas y terapia celular,
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por el lado de las vacunas en desarrollo, estas apuntan hacia antigenos tumorales especificos
para estimular la respuesta inmune contra las células del SE; la terapia con células dendriticas
se propone para estimular la presentacion de antigenos tumorales y activar la inmunidad
adaptativa (26). La inmunoterapia ofrece nuevas oportunidades de tratamiento para mejorar

los resultados en este grupo de pacientes.

Los SE cléasicos del tracto sino nasal tienen mucho mejor pronostico que los originados en
otros sitios con un 50-75% de supervivencia reportada a 5 afos, sin embargo, esto es

dependiente del estadio al momento del diagnostico (19).

Si nos expandimos dentro de la familia de Sarcomas de Ewing el prondstico tiende a volverse
impredecible, de ahi que su distincion comienza a tomar un peso especifico en la actualidad
a la hora de toma de decisiones terapeuticas, historicamente los ES tienen un prondstico pobre
con factores intrinsecos de la neoplasia y otros implicados como la localizacion axial, tamafio

tumoral, metéastasis a distancia, sexo masculino y edad avanzada (14).

En el grupo de sarcomas con re-arreglos en CIC (CIC-DUX4) inicialmente se ha observado
en modelos de raton supresion del crecimiento de estos tumores cuando son tratados con
inhibidores de CDK4/6 (Palbociclib) o agentes alquilantes (Trabectedina) (46).

Se ha descrito que los sarcomas con re-arreglos en BCOR tienen una supervivencia global
media (SGM) similar a los pacientes con SE clasicos con recurrencias locales y metéstasis a
distancia en hasta el 50% de los casos, sin embargo, en varios articulos se ha publicado que

tienen mejor sensibilidad a los esquemas de quimioterapia convencional (37).

Escasa literatura sugiere que los Sarcomas con fusiones en EWSR1- no ETS tienen un
prondstico més favorable con respecto al resto de los grupos sin embargo al ser sumamente

infrecuentes esto debe ser considerado con precaucion (28).

Actualmente se encuentra bien establecido que el manejo con terapia agresiva multimodal de
los SFE no ha mejorado la sobrevida en las ultimas 4 décadas en contraste con la eficacia
comprobada en algunos casos tratados en monoterapia con inhibidores del receptor de la
tirosina cinasa (RTK) (47). En grupos grandes de pacientes sometidos a ensayos clinicos
basados en inhibidores maltiples RTK se ha observado que existe eficacia clinica, los cuales

combinan anti VEGF con otros inhibidores claves implicados en la progresion de este grupo
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de sarcomas (PDGFR, FGFR, KIT, y/o MET) y que muestran niveles menores de toxicidad
que los regimenes basados en quimioterapia (47, 48).

Otra linea de investigacion terapéutica ha mostrado un potencial blanco terapéutico en los
microsatélites GGAA, derivado de su silenciamiento epigenético (marcado por H3KM9me3)
inhibe el puente de EWS-FLI1 con el potenciador SOX2, de esta forma inhibiendo su

expresion y disminuyendo el crecimiento tumoral in vivo (2).

Debido a los avances en la tecnologia y al insuficiente progreso con la combinacion de
estrategias convencionales, se estdn desarrollando nuevas terapias a través de blancos
terapéuticos accionables que brinden un panorama distinto para estos pacientes (2). Entre las
lineas de investigacion, las principales tienen un enfoque en reparadores del DNA como los
inhibidores de Poly (ADP-Ribosa) polimerasa 1 (PARP1), o en el ciclo celular, como los
inhibidores de ciclinas dependientes de Quinasas (CDK) (2).

Otras perspectivas terapéuticas incluyen tecnologias con antigeno de receptor de células T
quimerico (CAR-T) la cual ha tenido éxito notable en otro tipo de neoplasia como las de
origen hemato linfoide para la cual la FDA tiene aprobados tratamientos y actualmente se
encuentran ensayos clinicos en curso para valorar el beneficio en el tratamiento de tumores

solidos basado en esta tecnologia (49).

Existen otras lineas de investigacion con enfoque en terapia génica enfocados en diferentes
sistemas de entrega, tales como viral basados en retrovirus (gamma y lentivirus), los vectores
adenovirales se utilizan por su alto tropismo hacia células especificas (50). Por otro lado,
también se estudian los sistemas de entrega no virales enfocados en complejos lipidicos y
cationicos, ambos sistemas de entrega prometen alta especificidad de los agentes
terapéuticos, minimizando los efectos secundarios con respecto a la Qt y Rt (50). Otro
enfoque de la terapia génica se enfoca en tecnologia CRISPR/Cas9 en los cuales se estudian
modelos celulares de sarcomas con translocaciones especificas y ciertos estudios muestran
reduccion importante del crecimiento tumoral mediante la eliminacion (knockout) de genes
clave (50).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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En la actualidad los SFE constituye un pequefio subgrupo de sarcomas con caracteristicas
particulares que se sobreponen entre si, siendo un reto su abordaje desde cualquier
perspectiva. La epidemiologia en México es desconocida y por lo tanto en nuestra region este
grupo de sarcomas recategorizados e incluidos en las nuevas guias de la OMS no cuentan
con una caracterizacion propia. A pesar de ser un grupo de tumores raros y de baja
prevalencia, los esquemas de tratamiento tradicionales no han modificado la sobrevida de los
pacientes en mas de 30 afios, con mdltiples lineas de investigacion y ensayos clinicos en
curso en el presente, es importante conocer cual es el comportamiento biolégico de estos

tumores en nuestra poblacion de estudio.

3. JUSTIFICACION

Previo a la publicacion del libro para la clasificacion de los tumores de tejidos blandos de la
OMS en 2014 la clasificacion de los tumores indiferenciados de células redondas y azules
(Ewing like) se limitaba a el debut clinico de los pacientes, la edad, localizacion,
caracteristicas histoldgicas y escasas alternativas diagndsticas donde los estudios a través de
inmunohistoquimica comenzaban a incursionar en esta area particular, sin embargo posterior
a la publicacién de esa edicion se sienta un precedente y se abre un camino hacia la
subclasificacion de estos tumores donde el panorama molecular utilizando metodologias
diversas que van desde subrrogados por estudios de IHQ como reaccion de cadena de
polimerasa (PCR), hibridacion inmunofluorescente in situ (FISH) y NGS se le confieren
diferentes entidades clinico-patoldgicas con sus propios grupos moleculares, caracteristicas
clinicas, pronosticas, terapéuticas e histoldgicas totalmente distintas y desconocidas con
respecto a lo previamente descrito de tal modo que el abordaje de estas neoplasias tanto

clinico como diagndstico actualmente se encuentra en una transicion sin precedentes.

La mayoria de los estudios y publicaciones en la literatura mundial son realizados en
poblaciones con caracteristicas fenotipicas y sociodemogréaficas diferentes a la poblacion
latinoamericana. Actualmente no se cuenta con datos solidos en base a las nuevas
clasificaciones inmunofenotipicas y moleculares de estas neoplasias en México, por lo que
comenzar a caracterizar y categorizar estos casos en un hospital de alta concentracién del

noreste de México podria sentar un precedente en la frecuencia y diagnostico preciso de estas
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neoplasias que podria repercutir en diversos vértices para su abordaje personalizado, desde

el tratamiento y comportamiento bioldgico hasta el prondstico que esto conlleva.

4. HIPOTESIS
4.1 Hipdtesis alternativa (Hi)

La distribucion de los tumores Ewing like, clasificados en las nuevas categorias

inmunofenotipicas y moleculares es similar a lo descrito en la literatura mundial.

4.2 Hipotesis nula (Hn)

La distribucion de los tumores Ewing like, clasificados en las nuevas categorias

inmunofenotipicas y moleculares difiere de lo descrito en la literatura mundial.

5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
5.1 Principal

v ¢Qué caracteristicas inmunofenotipicas e histoldgicas tienen los tumores Ewing like
en este centro de alta concentracion diagnosticados del 2013 al 2023 en pacientes
pediatricos y/o adultos y a que categoria pertenecen de acuerdo con las nuevas

clasificaciones?

5.2 Secundarias

v ¢Cual es el perfil inmunofenotipico de los casos recolectados?

v' ¢Existe correlacion entre las caracteristicas histolégicas, inmunofenotipo y las
variables demograficas contempladas de este estudio?

v' (Qué porcentaje de casos fueron previamente diagnosticados como Sarcoma de
Ewing u otro diagndstico y ahora se categorizaron en otro grupo de la nueva

clasificacion?
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6. OBJETIVOS
6.1 General

1. Recategorizar este grupo de neoplasias de acuerdo con la clasificacion més reciente
de la OMS.

6.2 Especificos

1. Analizar la expresion de los marcadores CD99, NKX 2.2, WT1, FLI1, BCOR,
SATB2, Ciclina D1 basados en técnicas de inmunohistoquimica ademéas de los
rearreglos en los genes EWSR1 y CIC por medio de FISH break appart en biopsias
fijadas y parafinizadas de tumores con caracteristicas histologicas “Ewing like” en
pacientes diagnosticados de los afios 2013 al 2023 en el Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” Mty. N.L para realizar una categorizacion
inmunofenotipica mas amplia y correlacionar con sus caracteristicas histologicas,
variables demograficas contempladas en este estudio y diagndsticos iniciales.

2. Comparar nuestros resultados con los datos publicados en la literatura publicada y el
National Institute of Healt (NIH) a través de plataformas de analisis de
enriquecimiento funcional de redes de interaccion proteina-proteina (STRING).

3. Proponer un algoritmo diagnostico compacto con alta sensibilidad y especificidad

para el diagnostico de este grupo de neoplasias en nuestro medio.

7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Tipo y disefio de estudio

Estudio retrospectivo transversal observacional en donde analizarda el perfil
inmunofenotipico y a que grupos de las nuevas clasificaciones pertenecen todos los tumores
diagnosticados como indiferenciados de células redondas pequefias y azules (Ewing like) del
2013 al 2023 en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” Mty. N.L.

7.2 Tamafio minimo de la muestra

Tamano de muestra
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El tamafio de la muestra se calculé tomando como referencia las estadisticas del
GLOBOCAN mas recientes publicadas en el afio 2020 y el trabajo de Machado Isidro et al.
Se utiliz6 el software CDC epi info™ mediante muestreo aleatorio obteniendo una n: 54
casos que brinda un nivel de confianza del 99.99 % (10, 51, 52). La N fue de 152 casos de
los cuales 102 cumplieron los criterios de inclusion y exclusion del protocolo y 6 se perdieron
en el proceso del estudio, considerando un total de 96 casos para la muestra final (n) (Tabla
1).

7.3 Variables
7.3.1 Caracteristicas demograficas

e Edad al momento del diagnostico.
e Fecha de diagndstico.
e Sexo.

e Diagnostico inicial.

7.3.2 Caracteristicas de la neoplasia

e Sitio del tumor
- Hueso.
- Tejidos blandos.
- Organo solido.

e Caracteristicas histologicas
- Patron clésico.
- Patron rabdoide.
- Patron de tumor neuroectodermico primitivo (PNET).
- Patron fuso celular.
- Patron reticular/fusocelular en un trasfondo mixoide-hialinizado.
- Patrén anidado-epitelioide.

- Patréon mixoide.
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- Patron fusocelular estoriforme/arremolinado.
- Patron Ewing Atipico.
- Patrén Indiferenciado/pleomorfico.

- Patrén células redondas, lobulado con estroma esclerosante y/o cambios mixoides.

7.3.3 Variables independientes

e CD99.

e NKX22.
o FLI-1.

o WT-1.

e BCOR.

e SATB2.

e Ciclina D1.
o CIC.

e EWSRI1.

7.3.4 Terceras variables

e Tumores con morfologia Ewing like que se pudieron diagnosticar en base a nuestro
panel de marcadores.

e Tumores con morfologia de células redondas que se reclasificaron en las nuevas
categorias.

e Tumores diagnosticados en los que los estudios de FISH fueron esenciales.

7.4 Tipo y técnica de muestreo

Aspectos para evaluar del perfil de expresion de los marcadores:

e Resultados de la tincion para los anticuerpos monoclonales seleccionados CD 99,
NKX 2.2, FLI-1, WT-1, BCOR, SATB2, Ciclina D1.

e Expresion o no expresion.

e Patrdn de expresion e intensidad.

o Perfil de expresion de acuerdo con una categoria especifica.
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Prueba de FISH con rearreglo presente, ausente o amplificacion.

7.5 Criterios de seleccion
7.5.1 Criterios de inclusion

Pacientes de los cuales se encuentre en el archivo del departamento de patologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” las biopsias parafinizadas con
material para el estudio de los marcadores contemplados.

Diagnostico realizado entre los afios 2013-2023.

Bloques de parafina y calidad de tejido adecuada para realizar Microarreglos de
tejidos (TMA) y los marcadores diagndsticos a través de estudios de

inmunohistoquimica y FISH.

7.5.2 Criterios de exclusion

Tumores que cumplan con los criterios de inclusion pero que cuenten con estudio
molecular (FISH) con re-arreglos gendmicos que descarten la agrupacion en las
categorias establecidas.

Ausencia de laminillas y bloques adecuados para su evaluacion y realizacion de

pruebas por inmunohistoquimica e hibridacion fluorescente in situ.

7.6 Realizacion del estudio
7.6.1 Muestras del estudio y preparacion de muestra

Inicialmente se realiz6 una busqueda exhaustiva de las laminillas con las muestras de los

pacientes previamente seleccionados de la base de datos y registro del archivo del

departamento de patologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” con

previo diagnostico de Sarcoma de Ewing, tumor con morfologia de células redondas o similar

a Ewing de los afios 2013 a 2023, posteriormente se obtuvieron los bloques en los cuales se

realizaron los TMA necesarios para las pruebas de inmunohistoquimica con los anticuerpos
monoclonales (MAB) CD99, NKX 2.2, WT1, FLI1, BCOR, SATBZ2, CiclinaD1y las sondas
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EWSRL1 y CIC por medio de FISH break appart. Los portaobjetos tefiidos con hematoxilina
y eosina (H&E) de rutina se evaluaron de acuerdo con los criterios de diagnostico para
tumores de células redondas y azules establecidos por la ultima edicion del libro para
diagnostico de tumores de tejidos blandos y hueso de la Organizacion Mundial de la Salud
para su idoneidad y ser incluidos en un TMA (3). De tal modo que se tomaron las laminillas
con las secciones més representativas del tumor. Todos los casos se encontraban fijados en

formalina suficiente e incluidos en parafina (Figura 1).

7.6.2 Microarreglos de tejidos (TMA)

Para el analisis de los mAB CD99, NKX 2.2, WT1, FLI1, BCOR, SATB2, Ciclina D1 por
medio de la técnica de inmunohistoquimica y las sondas EWSR1 y CIC a través de FISH
break appart. Se construyd manualmente un TMA con dos areas tumorales distintas de mayor
representacion con un diametro de 4 mm. Se realizaron 10 bloques en los cuales se incluyeron
los 96 casos que cumplieron criterios para su estudio. A cada laminilla se le agreg6 un corte
de tejido para control externo de acuerdo con las recomendaciones de las fichas técnicas de

los marcadores utilizados.

7.6.3 Estudios de inmunohistoguimica

7.6.3.1 CD99
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 64 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplicd peroxido de hidroégeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automatica (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario Cd99 (BSB-9) (BioSB 1:100) el cual se
incubo por 48 minutos y posteriormente se reveld con Ultraview DAB. Se realizé contra
tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se realizd

de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.
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7.6.3.2 Nkx 2.2
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 64 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplicd peroxido de hidrogeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automética (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario Nkx 2.2 (EP336) (BioSB 1:50) el cual se
incubd por 48 minutos y posteriormente se revelé con Optiview DAB. Se realiz6 contra
tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se realiz6
de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.

7.6.3.3WT-1
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 64 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplicd peroxido de hidroégeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automatica (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario WT-1 (6F-H2) (BioSB 1:100) el cual se
incubd por 32 minutos y posteriormente se revelé con Optiview DAB. Se realiz6 contra
tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se realiz6
de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.

7.6.3.4 FLI-1
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realizd recuperacion antigenica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 92 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa

enddgena se aplico peroxido de hidrogeno al 1% en agua desionizada. Por altimo, se lavaron

27



en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automatica (Ventana
BenchMark Ultra), se aplicé el anticuerpo primario Fli-1 (G146-222) (BioSB 1:50) el cual
se incubd por 32 minutos y posteriormente se revelé con Optiview DAB. Se realizo6 contra
tincién con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se realizé

de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.

7.6.3.5 BCOR
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 40 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavo en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplico peroxido de hidrdgeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automatica (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario BCOR (BSB-128) (BioSB 1:25) el cual
se incubd por 48 minutos y posteriormente se reveld con Optiview DAB aplicando OV amp
H202 durante 8 minutos, OV amplifier durante 8 minutos y OV amp multimeter durante 8
minutos. Se realiz6 contra tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por
8 minutos. Todo se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los

marcadores.

7.6.3.6 SATB2
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 62 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplico peroxido de hidrogeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automatica (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario SATB2 (EP-281) (BioSB 1:100) el cual
se incubo por 32 minutos y posteriormente se revel6 con Ultraview DAB. Se realizo contra
tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se realizé

de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.
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7.6.3.7 Ciclina-D1
En cortes de 4 micras y extendidas en laminillas electrocargadas, se dejaron desparafinizando

por 4 minutos a 72 grados en horno. Se realiz6 recuperacion antigénica con calor en 10nM
de buffer de citrato de sodio, pH 6.0, a 100° C por 92 minutos y posteriormente se dejaron
enfriar las laminillas en el buffer por aproximadamente 20 minutos. Se lavé en agua
desionizada tres veces por 2 minutos cada vez. Para desactivar la actividad de peroxidasa
enddgena se aplicd peroxido de hidrogeno al 1% en agua desionizada. Por Gltimo, se lavaron
en PBS dos veces de 5 minutos cada una. Utilizando una plataforma automética (Ventana
BenchMark Ultra), se aplico el anticuerpo primario Ciclina D1 (SP4-R) (Ventana 30ul) el
cual se incubd por 32 minutos y posteriormente se revelé con Ultraview DAB. Se realiz6
contra tincion con hematoxilina Il por 12 minutos y Bluing Reagent por 8 minutos. Todo se

realizé de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de los marcadores.

7.6.4 Hibridacion por inmunofluorescencia in situ (FISH)

Los estudios de FISH se realizaron en bloques embebidos en parafina de cada caso.
Brevemente, las secciones embebidas en parafina de 4 micrometros de espesor se
desparafinizaron y pretrataron. Después de la desparafinacion y rehidratacion, los
portaobjetos se trataron con acido en HCI 0,2 M durante 20 minutos, se lavaron en 2x SSC
(citrato de sodio), se colocaron en tiocianato de sodio al 8,1%, se lavaron en 2x SSC, se
digirieron en pepsina durante 15 minutos, se lavaron en 2 SSC, y se fijo en formol neutro
tamponado al 4%. Los portaobjetos se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95° C y luego se
hibridaron con las sondas EWSR1 (Vysis) y CIC (Zytovision) que se diluyeron 1:10 en
tampdn de hibridacion de sonda Denhyb (In situs) y luego se incub6 durante la noche (14 a
16 h) a 37° C. La sonda EWSR1 se compone de una sonda marcada con fluor naranja de 497
kb para 22q12 y una sonda marcada con fllor verde de 1100 kb para la regién centromérica
del cromosoma 22. La sonda CIC de una sonda marcada con flior naranja de 770 kb para
19¢13.2 y una sonda marcada con fltor verde de 540 kb para la regién centromérica del
cromosoma 19. La sonda BCOR se compone de una sonda marcada con flGor naranja de 600
kb para Xp11.12 y una sonda marcada con fluor verde de 500 kb para la region centromérica
del cromosoma X (Xp 11.14) Después de la incubacién, los portaobjetos se lavaron a

temperatura ambiente 1 minuto con enjuague rapido dH20 (ready to use) y posteriormente
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se lavé durante 2 minutos en 0,4 SSC / 0,3% de NP40 a 72° C. Después del secado al aire,
los portaobjetos se contra tifieron usando solucion DAPI/ Fluorguard y luego se cubrieron
con un cubreobjetos, todo se realizé de acuerdo con las recomendaciones del proveedor de

los marcadores.

7.7 Analisis de la expresién de los anticuerpos por inmunohistoquimica
7.7.1 CD99

La tincion se valoré en las células tumorales, tomando como positiva la tincion de
membrana, nuclear o citoplasmatica. El valor negativo se asignoé a celulas sin tincion; una
cruz tincion débil e incompleta de membrana; dos cruces tincion delgada continua de
membrana; tres cruces tincion completa reforzada de la membrana. Se tomara en cuenta

positividad si se encuentra inmunorreactividad en por lo menos el 5% de las células.

7.7.2NKX 2.2

La interpretacion se realiz6 tomando como positivo la presencia de tincion nuclear, en
presencia de positividad tanto en el control externo seleccionado, como del control interno.
Aquellos casos con discordancia en la tincion entre los dos cilindros tumorales fueron
tomados como negativos, cuando los controles internos si resultaron positivos, esto debido a
la posible heterogeneidad zonal en la expresion del marcador. Se cuantifico cualitativamente
de acuerdo con la positividad nuclear de las células de la siguiente manera: 0, <5%; 1+, 5-
25%; 2+, 25-50%; 3+, 50-75%; o0 4+ 75-100%. La intensidad se interpreto de la siguiente

manera: débil, moderada, intensa.

7.7.3WT1

La tincidn se valord en las células tumorales, tomando como positiva la tincion de membrana
o citoplasmatica. El valor negativo se asigno a células sin tincion; una cruz tincion débil e
incompleta de membrana; dos cruces tincion delgada continua de membrana; tres cruces
tincion completa reforzada de la membrana. Se tomara en cuenta positividad si se encuentra

inmunorreactividad en por lo menos el 5% de las células.

7.7.4 FLI-1
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La interpretacion se realizd tomando como positivo la presencia de tincion nuclear, en
presencia de positividad tanto en el control externo seleccionado, como del control interno.
Aquellos casos con discordancia en la tincion entre los dos cilindros tumorales fueron
tomados como negativos, cuando los controles internos si resultaron positivos, esto debido a
la posible heterogeneidad zonal en la expresion del marcador. Se cuantifico cualitativamente
de acuerdo con la positividad nuclear de las células de la siguiente manera: 0, <5%; 1+, 5-
25%; 2+, 25-50%; 3+, 50-75%; o 4+ 75-100%. La intensidad se interpreto de la siguiente

manera: débil, moderada, intensa.

7.7.5 BCOR

La interpretacion se realiz6 tomando como positivo la presencia de tincion nuclear, en
presencia de positividad tanto en el control externo seleccionado, como del control interno.
Aquellos casos con discordancia en la tincion entre los dos cilindros tumorales fueron
tomados como negativos, cuando los controles internos si resultaron positivos, esto debido a
la posible heterogeneidad zonal en la expresion del marcador. Se cuantifico cualitativamente
de acuerdo con la positividad nuclear de las células de la siguiente manera: 0, <5%; 1+, 5-
25%; 2+, 25-50%; 3+, 50-75%; 0 4+ 75-100%. La intensidad se interpret6 de la siguiente

manera: débil, moderada, intensa.

7.7.6 SATB2

La interpretacion se realizd6 tomando como positivo la presencia de tincion nuclear, en
presencia de positividad tanto en el control externo seleccionado, como del control interno.
Aquellos casos con discordancia en la tinciéon entre los dos cilindros tumorales fueron
tomados como negativos, cuando los controles internos si resultaron positivos, esto debido a
la posible heterogeneidad zonal en la expresion del marcador. Se cuantifico cualitativamente
de acuerdo con la positividad nuclear de las células de la siguiente manera: 0, <5%; 1+, 5-
25%; 2+, 25-50%; 3+, 50-75%; o0 4+ 75-100%. La intensidad se interpreto de la siguiente

manera: débil, moderada, intensa.

7.7.7 Ciclina D1

31



La interpretacion se realizd tomando como positivo la presencia de tincion nuclear, en
presencia de positividad tanto en el control externo seleccionado, como del control interno.
Aquellos casos con discordancia en la tincion entre los dos cilindros tumorales fueron
tomados como negativos, cuando los controles internos si resultaron positivos, esto debido a
la posible heterogeneidad zonal en la expresion del marcador. Se cuantifico cualitativamente
de acuerdo con la positividad nuclear de las células de la siguiente manera: 0, <5%; 1+, 5-
25%; 2+, 25-50%; 3+, 50-75%; o 4+ 75-100%. La intensidad se interpreto de la siguiente

manera: débil, moderada, intensa.

7.8 Analisis de los estudios de inmunofluorescencia FISH Break Appart.
7.8.1 EWSR1

Se utilizo la sonda Vysis™ LS| EWSR1 (22912) Dual Color, para la prueba de rearreglos
Break Apart. En la interpretacion de los resultados en una célula anormal con una t(22g12)
simple, se esperara un patron de sefiales fusion de sefiales en al menos una célula, una verde
y una naranja. En una célula normal que carezca de una t(22q12) en la region del gen EWSR1,
se observard un patrén de sefial de dos fusiones que reflejard las dos copias intactas de
EWSRL1. Si al menos 20 células muestran un patrén anormal se tomard como positivo el

rearreglo.

7.8.2CIC

Se utiliz6 la sonda Zytovision™ LSI CIC (19q13.2) Dual Color, para la prueba de rearreglos
Break Appart. En la interpretacion de los resultados en una célula anormal con una
t(19913.2), se esperard un patrén de sefiales fusion de sefiales en al menos una célula, una
verde y una naranja. En una célula normal que carezca de una t(19913.2) en la regién del gen
CIC, se observara un patron de sefial de dos fusiones que reflejara las dos copias intactas de

CIC. Si al menos 20 células muestran un patron anormal se tomara como positivo el rearreglo.

8. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
8.1 Definicion de las variables

Variable Concepto | Indicadores Escala
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Variable independiente

0 Positivo

CD99 Nominal
1 Negativo dicotomica
Variable independiente 0 Positivo .
NKX 2.2 Nominal
1 Negativo dicotomica
Variable independiente FLIL 0 Positivo Nominal
1 Negativo dicotomica
) . ] 0 Positivo
Variable independiente ) inal
BCOR 1 Negativo. Nomina
dicotomica
) . ] 0 Positivo .
Variable independiente SATB2 _ Nominal
1 Negativo dicotémica
0 Positivo .
Variable independiente Ciclina D1 _ Nominal
1 Negativo dicotomica
0 Positivo .
Variable independiente WT1 _ Nominal
1 Negativo dicotomica
0 rearrelo presente
1 rearreglo ausente
Variable independiente EWSR1 FISH 2 Amplificacion Nominal
o politomica
3 Amplificacion y rearreglo
presentes
0 rearreglo presente
1 rearreglo ausente
Variable independiente CIC FISH 2 Amplificacion Nominal
L politomica
3 Amplificacion y rearreglo
presentes
0 De 0 meses a 10 afos
] ) Edad al momento | 1>10 afios a 20 afios inal
Variable universal . Nominal de
del diagnostico 2 > 20 afos a 40 afios intervalo
3 > 40 afos
. ] 0 femenino .
Variable universal Sexo _ Nominal
1 masculino politomica
] ] ] . 0 hueso inal
Variable independiente Sitio tumoral . Nomina
1 tejidos blandos politomica
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2 Organo solido

0 Patron clésico.

1 Patrén rabdoide.

2 Patron de tumor
neuroectodermico primitivo
(PNET).

3 Patron fuso celular.

4 Patrdn reticular/fusocelular

en un trasfondo mixoide-

hialinizado.
Variable independiente | SUbtipo histoldgico | 5 patrgn anidado-epitelioide. Nominal
6 Patron mixoide. politomica
7 Patrén fusocelular
estoriforme/arremolinado.
8 Patron Ewing Atipico.
9 Patron
Indiferenciado/pleomorfico.
10 Patron células redondas,
lobulado con estroma
esclerosante y/o cambios
mixoides.
1 Sarcoma de Ewing clasico
2 Sarcoma con rearreglos en
CIC
Variable dependiente Diagnéstico final 3 Sarcoma con alteraciones en Nominal
BCOR politomica
4 Mismo diagnostico inicial
(no se reclasifica)
5 Sin diagnostico concluyente
12013
22014
Variable universal Fecha de diagnostico | 3 2015 Ordinal
42016 numeérica
52017
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62018

72019
82020
92021
10 2022
11 2023
Tumores con 0 Se diagnostica
morfologia Ewing | 1 No se diagnostica .
) ) ) Nominal
Terceras variables like que se pudieron dicotémica
diagnosticar con este
panel
Tumores con 0 Se reclasifica
morfologia Ewing | 1 No se reclasifica )
) ) Nominal
Terceras variables like que se dicotémica
reclasificaron
utilizando este panel
Tumores 0 FISH escencial
diagnosticados en los | 1 FISH no esencial
Terceras variables que los estudios de Nominal
dicotomica
FISH fueron
escenciales

8.2 Definicidn operacional

v' CD 99: También conocida como MIC-2 o glicoproteina de cadena Unica de tipo 1, es
una proteina humana codificada por el gen CD99. La proteina tiene un peso
molecular de 32 kDa. Se expresa en todos los leucocitos, pero sobre todo en los
timocitos. Se cree que aumenta la adhesion de las células T y la apoptosis de las
celulas T doblemente positivas. También participa en la migracion y la activacion
(112).

v NKX 2.2: La proteina homeobox NKX2.2 es una proteina codificada por el gen
NKX2-2. NKX2.2 es un factor de transcripcion que contiene homeodominios y

desempefia un papel critico en la diferenciacion neuroendocrina/glial. NKX2.2 se
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expresa en el cerebro anterior y la médula espinal en desarrollo. Desde el punto de
vista funcional, se cree que el factor de transcripcién que esta implicado en el
desarrollo neuronal, y la especificacion del destino de neuronas y oligodendrocitos.
Recientemente se ha informado de que NKX2.2 es un valioso marcador del sarcoma
de Ewing (11).

FLI-1: La proteina Fli-1, miembro de la familia ETS de factores de transcripcion de
union al ADN estd implicada en la proliferacion celular y la génesis tumoral.
Aproximadamente el 90% de los tumores neuroectodérmicos primitivos/sarcoma de
Ewing (ES/PNET) presentan una translocacion especifica, t(11;22)(q24;q12). S6lo
las células endoteliales y los linfocitos pequefios expresan Fli-1 (2).

WT-1: La proteina del tumor de Wilms (WT1) es un gen supresor localizado en el
cromosoma 11p13 (11).

BCOR: BCOR esté localizado en el cromosoma X, en el locus Xpl11.4, y deriva su
nombre de su funcion como corepresor de BCL-6 que refuerza la represion
transcripcional mediada por BCL-6. BCOR es un gen que codifica para un regulador
epigenético que interviene en la especificacion de la diferenciacion celular (20).
SATB2: La proteina especial de union a secuencias ricas en AT 2 (SATB2), también
conocida como proteina de unién al ADN SATB2 es una proteina que en humanos
esta codificada por el gen SATB2. SATB2 se une especificamente a regiones de union
a la matriz nuclear y participa en la regulacion transcripcional y la remodelacion de
la cromatina. SATB2 se ha implicado como causante en el paladar hendido o alto de
individuos con sindrome de microdelecion 2932933 (35, 37).

Ciclina D1: La ciclina D1, PRAD-1 o bcl-1 es uno de los reguladores clave del ciclo
celular, y funciona en asociacion con Cdk4 y/o Cdk6 fosforilando la proteina Rb. Es
un protooncogén putativo sobre expresado en una amplia variedad de neoplasias
humanas, incluidos los linfomas de células del manto (2, 20).

CIC: La proteina codificada por este gen es un ortologo del gen capicua de
Drosophila melanogaster, y es miembro de la superfamilia de represores
transcripcionales de la caja del grupo de alta movilidad (HMG). Esta proteina

contiene un dominio HMG conservado que interviene en la unién al ADN y la
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localizacion nuclear, y un C-terminal conservado. Los estudios sugieren que la
region N-terminal de esta proteina interactda con Atxnl (34, 46).

EWSR1: Este gen codifica una proteina multifuncional que interviene en diversos
procesos celulares, como la expresion génica, la sefializacion celular y el
procesamiento y transporte de ARN. La proteina incluye un dominio de activacion
transcripcional N-terminal y un dominio de union a ARN C-terminal. Las
translocaciones cromosdmicas entre este gen y varios genes que codifican factores
de transcripcién dan lugar a la produccién de proteinas quiméricas implicadas en la
génesis tumoral. Estas proteinas quiméricas suelen consistir en el dominio de
activacion transcripcional N-terminal de esta proteina fusionado al dominio de unién
al ADN C-terminal de la proteina del factor de transcripcion. Se sabe que las
mutaciones en este gen, concretamente una translocacion t(11;22)(q24;q12), causan
el sarcoma de Ewing, asi como tumores neuroectodérmicos y otros tumores diversos
9).

Sarcoma de Ewing: El sarcoma de Ewing (SE) es un tumor agresivo de adolescentes
y adultos jovenes, que constituye entre el 10% y el 15% de todos los sarcomas 0seos
James Ewing lo describid por primera vez en 1921, y representa el sarcoma de Ewing
6seo "clasico", el sarcoma de Ewing extra esquelético, el tumor maligno de células
pequefias de la pared toracica (tumor de Askin) y los tumores neuroectodérmicos
primitivos (PNET) de partes blandas. Estos sarcomas se originan a partir de células
progenitoras mesenquimales Unicas debido a sus caracteristicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas similares (39, 40).

Diagnostico inicial: Diagnéstico que se emitio inicialmente a la biopsia enviada.
Subtipo histolégico: Caracteristicas morfologicas que en conjunto definen una
variedad histologica.

Edad al momento del diagnoéstico: Edad que tiene el paciente cuando se diagnostico.
Fecha de diagndstico: Fecha definida por dia mes y afio del momento en que se hizo
el diagnastico.

Sexo: Conjunto de las peculiaridades que caracterizan los individuos de una especie
dividiéndolos en masculinos y femeninos.

Sitio tumoral: Sitio anatomico de origen primario del tumor.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se realizaran en un equipo computacional con el software
Microsoft office 2021, Microsoft Excel 2021 e IBM Statistics SPSS 25. En el caso de
estadisticas descriptivas para variables demograficas y categoricas se reportaron eventos y
porcentajes. El nivel de significancia se establecerd en 0.05 y el tamafio de muestra estara
determinado por prueba de proporciones simples con un poder estadistico de 99.99% para un
tamafio minimo de muestra de 54. EI IC del 95% se proporcionard en estadistica descriptiva
para cambios en el tiempo para variables continuas. Ademas, en el apartado de estadistica
inferencial se realizard andlisis bivariado de asociacion entre variables independientes a
través de la prueba de X? cuadrada de Pearson, prueba exacta de Fisher (dependiendo el
escenario estadistico) de acuerdo a los grupos establecidos. También se realizé el coeficiente
de contingencia para ver el grado de asociacion de las variables independentes con los grupos
establecidos, ademas de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) para observar la utilidad de los marcadores de

inmunohistoquimica y pruebas de FISH con respecto a los grupos diagndsticos.

10. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud, en su articulo 17; los términos de este protocolo se consideran de “Investigacion
sin riesgo”, para el paciente, ya que es un estudio que empleara técnicas y métodos de

investigacion documental retrospectivos.

Ademas, no se realizard ninguna intervencion o modificacion intencionada en las variables

fisioldgicas, psicologicas y sociales de los individuos que participen en el estudio.

Es congruente, con lo estipulado por la Norma Oficial Mexicana (NOM-012-SSA3-2012),
Que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en

seres humanos.

Debido a que no se realizara intervencion alguna con las variables de los pacientes, no sera

necesario acudir con cada uno de los pacientes y extenderles un consentimiento informado,
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de igual forma tomando en cuenta que por la particular situacion de la patologia en la que se

centra el proyecto no se podrian obtener los consentimientos de los pacientes a los que les

pertenecen las muestras actualmente por la alta mortalidad que representa. De acuerdo con

las normas y reglamentos anteriormente mencionados, es necesaria Unicamente la aprobacion

por el comité de ética para poner en marcha el presente protocolo. De acuerdo con la

Declaracion de Helsinki en materia de confidencialidad, en este protocolo se tomarén toda

clase de precauciones para resguardar la intimidad de la persona que participa en la

investigacion y la confidencialidad de su informacion personal, respetando siempre lo

principios de Autonomia, Justicia, Benevolencia y no maleficencia.

11. CRONOGRAMA

No

Actividad

Dic-Ene
2022/20
23

Feb-
Mar
2023

Abr-
May
2023

Jun-
Jul
2023

Ago-
Sep
2023

Oct-
Nov
2023

Dic-
Ene
2023/2
024

Feb/J
un
2024

Jul/D
ic
2024

Ene/
Feb
2025

Redaccion de la
pregunta de
investigacion.

Busqueda de
bibliografia y revision
basado en el contexto
de estudio.

Estructuracion del
marco teérico

Redaccion de
hipotesis, objetivos,
planteamiento del
problemay
justificacion.

Disefio de
investigacion,
materiales y métodos,
variables, muestra,
instrumentos,
consideraciones
éticas, criterios de
seleccion.

Elaboracion de base
de datos de muestras y
las variables, datos
clinicos,
operacionalizacion de
las variables

Técnicas y
procedimientos

Procesamiento de la
informacion.
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9 Analisis estadistico de
los resultados.

10 Redaccion de informe
de resultados

11 | Redaccion de tesis y

articulo.

12. RECURSOS
12.1 Recursos Humanos

Se cuenta con la participacion directa de 4 personas en este protocolo los cuales cuentan con

actividades bien definidas en la planeacion, desarrollo y revision continua.

12.2 Recursos financieros

e Protocolo autofinanciado sin contar con financiamiento de terceros, no existe

conflicto de intereses.

12.3 Recursos materiales

e Insumos para la realizacion de inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia.

e Anticuerpos monoclonales de inmunohistoquimica CD 99, NKX 2.2, FLI-1, WT-1,
BCOR, SATB2, Ciclina D1.

e Sonda EWSR1 Break Appart.

e Sonda CIC Break Appart.

Herramientas

e Microscopio oOptico.

e Tinciones de histoquimica.

e Tinciones de inmunohistoguimica.

e Micr6tomo manual.

e Microscopio de fluorescencia.

e Computadora.

e Procesador de datos Microsoft office 2016, SPSS 25.
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e Software de busqueda

13. RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas clinico-patoldgicas de los Tumores Ewing-like

De los 152 casos contemplados inicialmente, 102 cumplieron los criterios de inclusion-exclusion y 6
se perdieron en el proceso del estudio por lo que se evaluaron un total de 96 casos (Tabla #). Se
incluyeron 59 (61.5%) hombresy 37 (38.5%) mujeres, 65 (67.7%) fueron adultos y 31 (32.3%) fueron
pediatricos, siendo 18 afios el punto de corte para esta distincién. 28 (29.2%) casos estaban
localizados en hueso, 60 (62.5%) en tejidos blandos y 8 (8.3%) en érganos profundos. Se incluyeron
casos con diagnosticos iniciales que morfoldgicamente pueden imitar a los Sarcomas de la Familia
de Ewing contemplados en las categorias propuestas los cuales se enlistan a continuacién: 19 Sarcoma
de Ewing/PNET, 18 Sarcomas sinoviales monofasicos, 9 Sarcomas no clasificables (grado intermedio
o alto), 8 Liposarcomas mixoides con componente de células redondas, 5 Sarcomas pleomorficos de
alto grado (Con diversos patrones histoldgicos descritos), 4 Rabdomiosarcomas, 3 Sarcomas
indiferenciados de células redondas asociados a alteraciones en BCOR (+), 3 Carcinomas sino nasales
indiferenciados, 3 Sarcomas primitivos de alto grado (con diferenciacion miogénica/neurogénica), 2
Mixofibrosarcomas, 2 TFS malignos, 2 TMVNP, 2 Sarcomas epitelioides, 1 Sarcoma sinovial
bifasico, 1 Tumor desmoplasico de células pequefias y redondas, 1 meduloblastoma metastasico, 1
Liposarcoma des diferenciado, 1 Hepatoblastoma de tipo epitelial fetal, 1 Carcinoma neuroendocrino
de células grandes sino nasal, 1 Glioma difuso de alto grado pediatrico, 1 Neuroblastoma
indiferenciado, 1 Sarcoma miofibrobléstico de bajo grado, 1 Sarcoma de células claras de tejidos
blandos, 1 Carcinoma poco diferenciado de células claras, 1 Tumor de Wilms, 1 Liposarcoma
esclerosante, 1 Osteosarcoma de células pequefias, 1 Sarcoma con rearreglos en CIC y 1 Tumor

Leptomeningeo de bajo grado con caracteristicas morfoldgicas gliales.

Se disefiaron 5 grupos de acuerdo con los resultados que se podrian obtener después del estudio para
cada caso (Figura 2). Utilizando el panel propuesto se pudieron diagnosticar un total de 44 (45.83%)
casos, de los cuales se terminaron reclasificando 24 (25%). Los estudios de citogenética (FISH)
fueron esenciales para tomar una decision diagndstica critica en 26 casos. De los grupos establecidos
se identificaron 21 casos de Sarcoma de Ewing clasico (Grupo 1), 12 casos con rearreglos en CIC
(Grupo 2), 11 casos con alteraciones genéticas en BCOR (Grupo 3), 39 casos mantuvieron su
diagnéstico original (Grupo 4), y 13 casos no lograron ser clasificados (Grupo 5). Con respecto a la
distribucion de los grupos reclasificados el Sarcoma de Ewing clésico constituyo el 48% de los casos,
seguido de los sarcomas con rrearreglos en CIC (27%) y finalmente con los Sarcomas con alteraciones
genéticas en BCOR (25%). En cuanto a los estudios de citogenética (FISH) para EWSRL1 se
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encontraron un total de 29 casos con rearreglos, 1 caso con amplificacién y 1 caso con amplificacion
y rearreglo presentes, por otra parte, CIC presento rearreglos en un total de 13 casos y amplificacion

en 2 casos (Tablas # y #).
Sarcomas de Ewing clasicos

Se diagnosticaron un total de 21 casos, de los cuales 12 (57.1%) fueron hombres y 9 (42.9%) fueron
mujeres, el limite inferior de edad fue de 4 afios y el limite superior de 52 afios con una media de 21.6
afios, 12 (57%) se localizaron en hueso, 9 (42.9%) en tejidos blandos y ningln caso se identificé en
organos solidos. En cuanto a los patrones morfoldgicos observados el mas frecuente fue el patrén
clasico con 12 (57.1%) casos, seguido del PNET con 4 (19%), Ewing atipico con 3 (14.3%) y fuso
celular con 1 (4.8%) (Tabla #).

Perfil de inmunohistoquimica y citogenética (Sarcomas de Ewing clésico)

CD99 fue positivo en el 100% de los casos, NKX2.2 en 19 (90.5%) casos, FLI-1 en el 100% de los
casos, WT-1en 1 (4.8%), BCOR en 1 (4.8%), SATB2 en 3 (14.3%) y Ciclina-D1 en 14 (66.7%). Los

21 casos mostraron rearrelos en el gen EWSR1 y ninguno mostro rearreglos en el gen CIC (Tabla #).
Sarcomas con rearreglos en CIC

Se diagnosticaron un total de 12 casos, de los cuales 10 (83.3%) fueron hombres y 2 (16.7%) fueron
mujeres, el limite inferior de edad fue de 4 afios y el limite superior de 79 afios con una media de 32
afios, 2 (16.7%) se localizaron en hueso, 10 (83.3%) en tejidos blandos y ningun caso se identifico en
organos solidos. En cuanto a los patrones morfoldgicos observados el mas frecuente fue el patron de
células redondas con patron mixoide/hialinizado con 5 (41.7%) casos, seguido del patron fuso celular
con trasfondo mixoide/hialinizado con 3 (25%), Epitelioide con 2 (16.7%), mixoide y fuso celular

con un caso respectivamente (Tabla #).
Perfil de inmunohistoquimica y citogenética (Sarcomas con rearreglos en CIC)

CD99 fue positivo en el 100% de los casos, ningln caso fue positivo para NKX 2.2, FLI-1 lo fue en
todos los casos, WT-1en 11 (91.7%), BCOR no lo fue en ningln caso, SATB2 en 2 (16.7%) y Ciclina-
D1 en 8 (66.7%). Los 12 casos mostraron rearrelos en el gen CIC y ninguno mostro rearreglos en el
gen EWSRL1 (Tabla #).

Sarcomas con alteraciones genéticas en BCOR

Se diagnosticaron un total de 11 casos, de los cuales 5 (45.5%) fueron hombres y 6 (54.5%) fueron

mujeres, el limite inferior de edad fue de 3 afios y el limite superior de 33 afios con una media de 26.4
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afos, 3 (27%) se localizaron en hueso, 8 (72.7%) en tejidos blandos y ningun caso se identifico en
organos sélidos. En cuanto a los patrones morfolégicos observados el mas frecuente fue el fuso celular
con trasfondo mixoide/hialinizado con 7 (63.6%) casos, los patrones rabdoide, fusocelular, células
redondas con estroma mixoide hialinizado y mixoide se encontraron en un caso respectivamente
(Tabla #).

Perfil de inmunohistoquimica y citogenética (Sarcomas con alteraciones genéticas en BCOR)

CD99 fue positivo en el 100% de los casos, 3 casos fueron positivos para NKX 2.2, 10 casos fueron
positivos para FLI-1 (90.9%), WT-1 en 1 (4.8%), BCOR fue positivo en todos los casos, SATB2 en
4 (36.4%) y Ciclina-D1 en 10 (90.9%). Ninguno de los casos mostré rearreglos en EWSR1 o CIC
(Tabla #).

Discusion

De acuerdo con los hallazgos observados en los 96 casos analizados el panel fue Gtil para diagnosticar
44 de ellos sin embargo solamente 24 fueron reclasificados, los estudios de FISH fueron esenciales
en 29 de los casos, esto se traduce en alrededor del 50% de los casos reclasificados y alrededor de un
25% del total de los casos analizados. En cuanto a las distribuciones encontradas cabe resaltar una
diferencia con respecto a lo que se describe en la literatura ya que si bien el mayor porcentaje de los
casos pertenecié al sarcoma de Ewing y en segundo lugar de frecuencia se encontraban los sarcomas
con rearreglo en CIC, llamé la atencién un 21% de los casos que pertenecian al grupo de sarcomas
con alteraciones genéticas en BCOR, hasta cierto punto esto difiere relativamente de las frecuencias
esperadas, las cuales rondan del 5-15%. Se debe con tomar a consideracion que este es un estudio de
una Unica institucion de tercer nivel de atencion lo cual en sentido practico podria justificar la

proporcién encontrada de casos y si el estudio se extendiera a mayores magnitudes esta variabilidad

podria estabilizarse y diluirse a una menor proporcion de casos con alteraciones genéticas en BCOR.

En cuanto a los aspectos morfoldgicos y el perfil de inmunohistoquimica los tumores clasificados
mostraron una gran variabilidad en la morfologia. EI sarcoma de Ewing fue el que mostr6 menos
patrones histoldgicos en contraste con el grupo de sarcomas con alteraciones genéticas asociadas a
BCOR que fue el que mostré mayor variabilidad. Con respecto a los sarcomas de Ewing tanto el
género como los sitios de presentacion van de acorde a lo descrito en la literatura, los sarcomas con
alteraciones genéticas en BCOR tuvo una proporcion distinta a lo esperado encontrando un porcentaje
mayor en mujeres. Al valorarse los niveles de significancia y asociacion a través de las pruebas
estadisticas descritas se observd que los marcadores de inmunohistoquimica que fueron mas

significativos para el grupo de Sarcoma de Ewing clésicos fueron CD99, NKX2.2 y EWSR1, para los
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sarcomas con el rearreglos en CIC lo fue WT-1y CIC, por ultimo, para los sarcomas con alteraciones
genéticas en BCOR lo fue el marcador BCOR vy la ausencia del rearreglo en EWSRL. Por otro lado,
aunque sea escrito que para el grupo de sarcomas con alteraciones genéticas en BCOR los marcadores
SATB2 y Ciclina D-1 pueden ser herramientas para apoyar el diagnostico cuando no se tiene un
estudio de mayor precision, en este trabajo observamos que realmente no fueron de utilidad ya que
fueron marcadores sumamente heterogéneos en su expresion con un porcentaje muy elevado de
positividad cruzada entre grupos y una baja especificidad y sensibilidad para este grupo por lo que
siguiendo un algoritmo diagndstico conciso con utilidad diagnéstica. Se propone un algoritmo en el
cual podamos abordar estas neoplasias en un estadio avanzado del work-up diagnéstico, el panel
muestra una gran sensibilidad y especificidad para discriminar entre estos grupos de neoplasias sin
embargo no es util para el abordaje inicial de una neoplasia de células redondas indiferenciada ya que
existen entidades mucho maés frecuentes que es obligatorio descartar antes de considerar estas
posibilidades donde el contexto clinico y morfolégico son indispensables para considerarlas. Por lo
que el panel propuesto estd compuesto por CD99 ya que es el marcador mas sensible que tuvimos sin
embargo el menos especifico con un valor predictivo negativo del 100%, en un siguiente paso se
utilizarian marcadores como NKX2.2, WT-1 y BCOR. En escenarios muy particulares seria de
utilidad ascender a un siguiente paso diagndstico en el que se utilizarian estudios de citogenética
(FISH) sobre todo EWSR1 porque no s6lo nos permite categorizar los sarcomas de Ewing clasicos
sino que su positividad me excluye los otros grupos por lo que se considera un marcador con alto
impacto en decisiones diagnosticas criticas incluso sobre el rearreglo en CIC. Un ejemplo de esto fue
un caso gue mostraba morfologia sumamente heterogénea con un panel previo de marcadores muy
amplio el cual mostraba positividad para marcadores de diferentes linajes de diferenciaciéon como
miogénica, neurogénica y neuroendocrina, en este caso el rearreglo para EWSR1 no se encontrd sin
embargo se observé una amplificacion del mismo lo cual se traduce en un probable sarcoma con
fusiones EWRS1-no-ETS que justamente pueden mostrar amplificaciones del gen a través de la
metodologia FISH break appart, sin embargo este no fue posible confirmarlo ya que no contamos en
el estudio con las sondas para los subtipos de este grupo que es extremadamente raro. En el panel
final propuesto no se incluyen los marcadores SATB2, Ciclina-D1 y FLI-1, debido a las razones
comentadas previamente aunado a una muy alta positividad cruzada entre los grupos establecidos, se
implementd la utilizacion de un software para enriquecimiento funcional de proteinas en el cual se
maped a nivel molecular las vias oncogénicas en las que se podrian relacionar estos casos y se
encontré qué a cierto nivel de profundidad en la interaccion estas se pueden asociar entre si
traslapandose. Estas interacciones no implican un rearreglo genémico como tal pero si podria explicar

el por qué se observé una expresion de estas proteinas de forma no esperada en estos grupos.
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14. CONCLUSIONES

En conclusién, si bien el diagnostico de Sarcoma de Ewing es un diagndstico que siempre se
tiene en mente cuando se estan abordando neoplasias con una morfologia Ewing-like en
pacientes pediatricos, al observarse en grupos de edad méas avanzada este diagnostico queda
de lado ya que es algo posible pero poco probable. Actualmente la clasificacion de sarcomas
de tejidos blandos es sumamente compleja y retadora en donde el espectro de morfologias
que pueden solaparse entre si se ha hecho mas amplio a través de los afios por lo que en este
estudio maés alla de que describimos y observamos los casos qué diagnosticamos en nuestra
institucion también comprobamos una utilidad especifica para acercarnos a un diagnostico
molecular a través de la combinacion de marcadores de inmunohistoquimica y citogenéticos
en el afan de tener herramientas diagndsticas para este grupo de neoplasias cuando no se
tenga acceso a todos los marcadores mas novedosos, esto se traduce en un impacto clinico y
sobre todo prondstico en los pacientes por lo que utilizarlo en estadios avanzados del abordaje
diagndstico de estas neoplasias es cuando muestra una mayor utilidad siendo esencial aplicar
este panel de forma metddica. Individualmente estos marcadores tienen poco peso
especifico. Finalmente, esto abre una puerta para una mejor estratificacion de los grupos de

riesgo entre estos pacientes.

15. ANEXOS

Tamafio de muestra en estudio descriptivo mediante muestreo aleatorio

Nivel de confianza

80% 6

90% 10

95% 14

97% 17

99% 24
99.90% 39 n contemplada:
99.99% 54 96

N 577487 5197

Frecuencia esperada 0.90%
IC 5%

Referencias 7, 25.

Tabla 1. Tamafio de muestra.
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Figura 1. Materiales y métodos. Diagrama del flujo de trabajo.
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Figura 2. Categorias de diagnostico finales establecidas.
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Frecuencia de casos por afio
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Figura 3. Grafica con la frecuencia de casos recolectados en los tltimos 10 afios.
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Figura 4. Proporcion de casos con relacion a los grupos de edad.
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Rangos de edad
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Figura 5. Proporcion de casos con relacion a rangos de edad.
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Figura 6. Proporcion de casos en relacién con el género.
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SITIO TUMORAL
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Figura 7. Proporcion de casos en relacion con el sitio de origen tumoral.
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Figura 8. Proporcion de casos con relacion a los diagnosticos iniciales considerados.
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Figura 9. Proporcion de casos en relacion con el patron morfoldgico observado.
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Figura 10. Proporcién de casos agrupados en las categorias resultantes finales.
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Caracterizacion de los casos por IHQ (Inmunohistoquimica) e Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

HQ FISH
EWSRI ac
D99 N2  FLH WT-1 BCOR  SATB-2 CICLINA-D1 Rearreglo  Amplificacion
19/21
Grupo1 21721 (100%)(00.5%) 21721 (100%)1/21 (4.8%) 2/21(9.5%) 3/21(14.3%)14/21 (66.7%) 217271 (100%)0/21 (0%)
2
Grupo2  12/12 (100%)0/12 (0%)  12/12 (100%)(@17%)  0/12 (0%)  2/12 (16.7%) 8/12 (66.7%) 0/12 (0%) 1112 (83%)
10/11
Grupo3  T1/11(100%) 3/11 (27.3%) (90.9%)  1/11(4.8%) 11/11(100%) 4/11 (36.4%)10/11 (90.9%) 0/11(0%)  0/71 (0%)

Grupo 1- Sarcoma de Fwing clasico, Grupo 2: Sarcoma con rearreglgs en CIC, Grupa 3 Sarcoma con alteraciones geneticas en BCOR

Rearreglo

0/21 (0%)

12712 (100%)

0/11(0%)

Tabla 2. Caracterizacion de los casos reclasificados a través de estudios de inmunohistoquimica e

hibridacion fluorescente in situ.

EWSRT FISH
GRUPQOS
Grupo 4:

Grupo 1: Ewing Diagnostico  Grupo 5: No
Cldsico Grupo 2: CIC Grupo 3: BCOR Original clasificable

EWSRTFISH Rearreglo Presente 21 0 0 4 4

Rearregla Ausente 0 n n 35 8

Amplificacion 0 0 0 0 0

Amplificacion + 0 0 0 0 1

Rearreglo Presente
Total 21 12 n 39 13

Total
29

66

Tabla 3. Casos que mostraron alguna alteracion en EWSRL.
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CIC FISH

Grupo 1:
Ewing Clasico Grupo 2: CIC

CIC FISH Rearreglo 0 12

Presente

Rearreglo 21 0

Ausente

Amplificacion 0 0
Total 21 12

GRUPOS

Grupo 3:
BCOR
0

Grupo 4:  Grupo 5:
Diagnostico No

Original  clasificable
0 0
38 12
1 1
39 13

Total
12

82

96

Tabla 4. Casos que mostraron alguna alteracion en CIC.

Caracteristicas clinico-patologicas
Sarcoma de Ewing clasico (Grupo 1)

Genero n %
Hombre 12 57.1%
Mujer 9 42.9%
Edades (anos)
Minima 4
Maxima 52
Media 21.66
Sitio Tumoral
Hueso 12 57.1%
Tejidos
blandos 9 42.9%
Grgano sdlido 0 0.0%
Morfologia
Patrén clésico 12 57.1%
PNET 4 19.0%
Patrén Ewing
atipico 3 14.3%
Patron
Fusocelular 1 4.8%

Tabla 5. Caracterizacion de los casos clasificados como Sarcoma de Ewing clésico.
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Asociacion entre marcadores de IHQ y pruebas de FISH con los grupos (Grupo 1)

Prueba exacta de

Prusha estadictica %2 de Pearson Fishar Coeficients de contingencia
Significancia Significancia exacta  Significancia
Valor asintdtica (2 colas) (2 colas) exacta (1 cola) Valor p
IHQ
CcDag 0.283~ 0.595 1.000 0781 0.054 0.595
54.699 0.000 0.000 0.000 0.602 0.000
FLI-1 1477 0.224 0.582 0.282 0123 0.224
WT-1 12.949 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000
BCOR 2.729* 0.099 0143 0.082 0.166 0.099
SATB-2 1646 0.200 0.261 0.159 0130 0.200
CICLINA-D1 0.000 1.000 1.000 0.597 0.000 1.000
FISH
62.102 0.000 - - 0.627 0.000
CiC 4978 0.083 - - - -

*MNo se cumple la condicién de mas del 80% de las celdas con un valor mayor a 5 por lo que se invalida el valor de %2 y se utiliza la
prueba exacta de Fisher.

Tabla 6. Tabla de asociacidn entre los marcadores realizados y el grupo 1 (Sarcoma de Ewing
clasico).

Precision diagnostica de marcadores de IHQ por grupos

(Grupo 1)

1HO 5 3 VPP VPN

100% 13% 22.1% 100%

90.5% 90.7% 73.1% 97.1%

100% 6.7% 23.1% 100%

WT-1 4.8% 52.0% 2.7% 66.1%
BCOR 9.5% 73.3% 9.1% 74.3%
SATB-? 14.2% 72.0% 12.5% 75.0%
CICLINA-D1 66.7% 333% 219% 78.1%

S: Sensibilidad, P: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo
neqgativo.

Tabla 7. Tabla de Precision diagnostica de los marcadores de inmunohistoquimica con respecto al
grupo 1 (Sarcoma de Ewing clasico).
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Genero

Edades (afios)

Sitio Tumoral

Morfologia

Caracteristicas clinico-patolégicas
Sarcorna con rearreglos en CIC (Grupo 2)

Hombre
Mujer

Minima
Maxima
Media

Hueso

Tejidos blandos
Organo solido

Patron celulas
redondas con
estroma
mixoide/hialinizado

Patron fusocelular
en un trasfondo
mixoide-hialinizado

Patron anidado
epitelioide

Patrén mixoide

Patron fusocelular

n
10
2
4

79
32

83.3%
16.7%

16.7%

83.3%
0.0%

41.7%

25.0%

16.7%
8.3%

83%

Tabla 8. Caracterizacion de los casos clasificados como Sarcomas con rearreglos en CIC.

Asociacion entre marcadores de IHQ y pruebas de FISH con los grupos (Grupo 2)

Prueba estadistica

HQ
CD99
NKX2.2
FLI-1

BCOR
SATB-2
CICLINA-D1
FISH
EWSR1

Valor

0.144*

X2 de Pearson

Significancia
asintética (2 colas)

5.094%
0.754*
16.340*
4.077*
0.508*
0.000*

12.448
87.560

0.704
0.024
0.385
0.000
0.043
0.476
1.000

0.006
0.000

Prueba exacta de
Fisher

Significancia exacta

(2 colas)

1.000
0.032
1.000
0.000
0.062
0724
1.000

Significancia
exacta (1 cola)

0.875
0.017
0.505
0.000
0.035
0.378
0.618

Coeficiente de contingencia

Valor

0.039
0.224
0.088
0.381
0.202
0.073
0.000

0.691

0.704
0.024
0.385
0.000
0.043
0.476
1.000

0.000

*No se cumple la condicidn de mas del 80% de las celdas con un valor mayor a 5 por lo gue se invalida el valor de x2 v se utiliza lo prueba exacta de Fisher.

Tabla 9. Tabla de asociacion entre los marcadores realizados y el grupo 2 (Sarcomas con rearreglos

en CIC).
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Precision diagnostica de marcadores de IHQ por grupos

IHQ

NKX2.2

BCOR

SATB-2

CICLINA-D1

S: Sensibilidad, P: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo

S

100%

0.0%

100%

91.7%

0.0%

16.7%

66.7%

(Grupo 2)
E
1.2%
69.0%
6.0%
80.0%
73.8%
73.8%

33.3%

negativa.

VPP

12.6%

0.0%

13.2%

29.7%

0.0%

8.3%

12.5%

VPN

100%

82.9%

100%

98.3%

83.8%

86.1%

87.5%

Tabla 10. Tabla de Precision diagndstica de los marcadores de inmunohistoquimica con respecto
al grupo 2 (Sarcoma con rearreglos en CIC).

Caracteristicas clinico-patologicas

Sarcoma con alteraciones genéticas en BCOR (Grupo 3)

Genero

Edades (afios)

Sitio Tumoral

Morfologia

Hombre
Mujer

Minima
Maxima
Media

Hueso

Tejidos blandos
Organo solido

Patron fusocelular
en un trasfondo
mixoide-hialinizado

Patron rabdoide

Patrén fusocelular

Patron celulas
redondas con
estroma
mixoide/hialinizado

Patron mixoide

[N ]

26.45

%
45.5%
54.5%

27.3%

72.0%
0.0%

63.6%
9.1%
9.1%

9.1%
9.1%

Tabla 11. Caracterizacion de los casos clasificados como Sarcomas con alteraciones genéticas en

BCOR.
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Prueba estadistica

CcD99
NKX2.2
FLI-1
WT-1

ma
N
T

EWSR1
CIC

Asaciacion entre marcadores de IHQ y pruebas de FISH con los grupos (Grupo 3)

X2 de Pearson

Valor

0.131*

0.000*

0.379*
4.549*
41.788*
0.856*

3.286*

5.925*
2.301*

Significancia

Prueba exacta de
Fisher

Significancia

asintotica (2 colas) exacta (2 colas)

0.718
0.988
0.538
0.033
0.000
0.355
0.070

0.115
0.317

1.000
1.000
0.463
0.046
0.000
0.459
0.093

Significancia
exacta (1 cola)

0.885
0.619
0.463
0.030
0.000
0.279
0.063

Coeficiente de contingencia

Valor

0.037
0.002
0.063
0.213
0.551
0.094
0.182

0.241
0.153

P

0.718
0.988
0.538
0.033
0.000
0.355
0.070

0.115
0.317

*No se cumple la condicién de mas del 80% de lgs celdas con un valor mayer a 5 por lo que se invalida el valor de x2 y se utiliza la prueba exadta de Fisher.

Tabla 12. Tabla de asociacion entre los marcadores realizados y el grupo 3 (Sarcomas con

alteraciones genéticas en BCOR).

Precisién diagnéstica de marcadores de IHQ por grupos

IHQ

NKX2.2

WT-1

SATB-2

(Grupo 3)

S E VPP
100% 1.2% 11.6%
27.3% 72.9% 11.5%
90.9% 4.7% 11.0%
9% 57.6% 2.7%
100.0% 90.1% 50.0%
36.4% 23.5% 16.7%
90.9% 36.5% 15.6%

VPN

100%

88.6%

80.0%

83.1%

100.0%

90.3%

96.9%

S Sensibilidad, P: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo.

Tabla 13. Tabla de Precision diagndstica de los marcadores de inmunohistoquimica con respecto

al grupo 3 (Sarcoma con alteraciones genéticas en BCOR).
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CcDs9
Marcador mas sensible pero manos
especifico
. e
o - N
Morfologia y contexto clinico
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frecuentes x FLI-1
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Figura 11. Diagrama de algoritmo diagndstico propuesto.
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Sarcoma CIC
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Figura 12. Panorama de interaccion entre proteinas asociadas a los Tumores de la familia de

Ewing y otras neoplasias.
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