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RESUMEN

Introduccion: Los tumores de células pequefias, redondas y azules son las
segundas neoplasias malignas mas frecuentes en la edad pediatrica, con un
comportamiento clinico agresivo. Como resultado de las similitudes histopatoldgicas
e inmunohistoquimicas que estos tumores presentan, pueden establecer desafios
en su diagnéstico, creando un impacto prondéstico y terapéutico importante para su
correcta interpretacion. El anticuerpo NKX2.2 es un factor de transcripcion, que
puede llegar a presentar anomalias en los genes NKX que se han asociado con
diferentes tipos de cancer; ya que puede actuar como supresor de tumores; o bien
participar como oncogén dependiendo del subtipo de cancer, por lo tanto, la
inmunoexpresion focal, o débil, no descarta su participacién en otros tumores de
células pequefias, redondas y azules con caracteristicas clinico-patolégicas
similares. Objetivo principal: Evaluar la inmunoexpresion del anticuerpo NKX 2.2
en los tumores de células pequefias, redondas y azules; en la poblacién pediatrica
del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Disefio de estudio: Descriptivo
transversal. Variable dependiente: Inmunoexpresion positiva de NXK2.2 en los
tumores de células pequefas, redondas y azules. Variable independiente:
Diagnéstico de tumor de células pequefas, redondas y azules. Variables de
control: Edad y sexo. Muestra: Bloques de parafina con diagndstico
histopatolégico y por inmunohistoquimica de retinoblastoma, hepatoblastoma,
nefroblastoma, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, osteosarcoma, sarcoma de
Ewing, leucemia linfoblastica B y T. Analisis estadistico: Se calcularon medidas
de tendencia central y de dispersion para cada una de las variables involucradas.
Resultados: Se presentd inmunoexpresion positiva en un ependimoma, un
nefroblastoma, un neuroblastoma, dos retinoblastomas, dos osteosarcomas y seis
sarcomas de Ewing. Estos resultados dieron un valor estadistico significativo
obteniendo una P=0.00000001. Conclusiones: Se demostro heterogeneidad en la
inmunoexpresion del anticuerpo NKX2.2 en los diversos tumores de células
pequefias, redondas y azules de la edad pediatrica Palabras clave: NKX2.2,

tumores de células pequefias, redondas y azules, pediatria.
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ANTECEDENTES

Una de las principales causas de morbimortalidad en la infancia y adolescencia en
el mundo es el cancer; de acuerdo con las estimaciones hechas por El Observatorio
de Cancer Global (Globocan) 2018, plataforma que pertenece a la Agencia
Internacional para la Investigacion de Cancer de la OMS, reporta que anualmente
se diagnostican aproximadamente 18 millones de casos nuevos de cancer en todo
el mundo de los cuales, mas de 200,000 ocurren en nifios y adolescentes, asi
mismo; muestra que las leucemias son las neoplasias mas frecuentes en ambos
sexos entre cero y 19 afos; seguidas de tumores en sistema nervioso central y
linfoma no Hodgkin ®. En paises con desarrollo econémico alto la sobrevida es
mayor al 80%, no obstante; en paises en vias de desarrollo apenas alcanza un 20%;
como causas principales de estos resultados son: la incapacidad para tener un
diagnéstico preciso y oportuno, poco o nulo acceso a los tratamientos, abandono
del tratamiento, defunciones por toxicidad y exceso de recidivas, entre otras -9,
Por otra parte, de acuerdo con lo informado por el Registro de Cancer en Nifios y
Adolescentes (RCNA) en nuestro pais; la sobrevida de los nifios y adolescentes es
de 57% ©,

La presentaciéon de tumores del sistema nervioso simpatico, origen renal, hepatico
y retinoblastomas predominan entre el primer y cuarto afio de vida; mientras que
entre los 10 a 19 afos las leucemias y otros tipos son similares a los de edad adulta
sin embargo estos suelen ser mas agresivos Yy el tratamiento propicia un mayor

riesgo de infeccion e inmunosupresion que aumenta la mortalidad @,

De acuerdo con lo reportado por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) en 2020; los principales tipos de cancer que afectaron a la poblacion de
cero a 14 afos fueron: leucemia; tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de
otras partes del sistema nervioso central; tumor maligno del higado y de las vias
biliares intrahepaticas, asi como de linfoma no Hodgkin; despues los grupos etareos
de 10 a 14 afios; 5a 9; 15 a 18, y el de cero a 12 meses, con predomino del sexo

masculino ®,
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TASA DE DEFUNCIONES POR CAUSAS DE TUMOR MALIGNO POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO, 2020
(Defunciones por cada 10 mil habitantes)

Causa de muerte de tumores malignos en hombres Causa de muerte de tumores malignos en mujeres

De 0 a 14 aios 047 Delai4ahos 0.37
Leucemia 0.24 Leucemia 0.1%
Tumor maligno de lss meninges, del encéfalo y de oiras paries 0.08 Tumor maligno de las meninges, del encéfale v de oiras paries 0.08
del sistema nervioso central del sistema nervioso central
Tuwmor mabgno del higade y de las vias bilares infrahepaticas 0.02 Tuwmar maligno del higado y de las vias bilares intrahepaticas om
Linfoma no Hodgkin 0.02 Linfoma no Hadgkin 0o

De 15 a 29 afos 143  De 15a 29 afos 0.74
Leucemia 0.38 Leucemia 0.25
Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de oiras paries 0.08 Tumor maligno del ovano 0.08
del sistema nervioso central
Linfoma na Hodgkin 0.08 Tumor maligno del cuello del Gtero 0.08
Tumar maligno del esidmago 0.04 Tumor maligno de las meninges, del encéfale y de otras partes 0.05

del Sistema nervioso central

De 30 a 59 anos 442 De 30 a 59 anos 6.46
Tumor makgno del colon, gel recto y del ano 0.55 Tumor maligno de la mama 1.56
Tumor mabgno del estbmage 0.47 Tumor mabgno del cutlio del Gheno 0.88
Tumor maligno de la traquea, de los bronquios y del pulmdn 032 Tumor maligno del ovario 0.5+
Leucemia 03 Tumor maligno del estémago 0.43

&0 y mas afos 4535 60y mas afos 3461
Tumor maligno de la prostata 10.89 Tumor maligno de la mama 4am
Tumor makgno de la trdques, de 08 brongquios y del pulmdn 479 Tumor malkigna del higado vy de [as vias bilares intrahepdticas M4
Tumar maligno del colon, del recto y del ano 195 Tumor maligno del colon, del recto y del ang 282
Tumor maligno del higade y de las vias bilares infrahepaticas am Tuwmor maligno del estdmago 257

Mota: Comprende el total de registros con codigos de causa bésica de tumores malignos {OD0-C86) seqin la Clasificacion Estadistica
Internacionsl de Enfermedsdes y Problemas Relacionsdos con la Salud, Décims Revision. (CIE-10).

Fuentes: INEG|. Estsdisticas de moralidad 2020. Consults interactiva de dstos. SNIEG. Informacidn de Interés Nacional v Estimacion de
poblacion elaborada por el INEG| con base en &l Marco de Muestreo de Viviendas 2020,

Figura 1. Tasa de defunciones por causas de tumor maligno por grupos de
edad y sexo INEGI 2020

TUMORES DE CELULAS PEQUENAS, REDONDAS Y AZULES.

Los tumores de células pequefias, redondas y azules en etapa pediatrica
constituyen un grupo diverso de neoplasias de dificil diagnoéstico, pues
histolégicamente se determinan como su nombre lo indica por tener caracteristicas
histomorfoldgicas similares; con aumento de la relacion nucleo citoplasma, definido
por algunos autores como mas de dos veces del tamafio de un eritrocito e
hipercromatismo y provenientes de células indiferenciadas ©7- Aunque la edad de
presentacion principal es en nifilos y adultos jovenes, algunos tumores con estas
mismas caracteristicas morfolégicas pueden presentarse en adultos, por lo cual es

posible encontrarlo desde la infancia hasta la vida adulta ®).

En la edad pediatrica estos tipos de tumores son las segundas neoplasias malignas
mas frecuentes, ademas su incidencia va en aumento a nivel mundial ©),
constituyendo entre el 20 al 40% de las neoplasias sélidas. 19,
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Dentro de este grupo se encuentran una amplia variedad de tumores que incluyen
leucemias, tumores sélidos pediatricos, blastomas (entre los que se pueden
mencionar tumor de Wilms, hepatoblastoma, retinoblastoma, neuroblastomas y
meduloblastomas), melanoma de células pequefias, tumores de origen
neuroendocrino, carcinomas (112 |as semejanzas histopatolégicas, perfil de
inmunohistoquimica y moleculares que estas neoplasias presentan, pueden crear
desafios diagndsticos, con un importante impacto prondstico, asi como terapéutico

en su interpretacion.

21% & Neuroblastoma

CNS Tumors Retinoblastoma

Wilms tumor

10% Solid Tumors

Lymphoma M Hepatic tumors
39%

B Malignant bone tumors

. .
30% Soft tissue sarcoma

Leukemia B Germ cell/Gonadal tumors

B Other

Figura 2. Porcentaje de distribucién de cancer pediatrico y tumores solidos.

De acuerdo con la International Classification of Childhood Cancer (ICCC) la
distribuciéon de casos reportados al RCNA correspondiéo en primer lugar a las
Leucemias 949 (49.37%), en segundo lugar, los tumores del Sistema Nervioso
Central 199 (10.35%) y en tercer lugar los linfomas 173 (9%) ©.
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Distribucion de neoplasias notificadas al Registro de Cdancer en
Ninos y Adolescentes. México, 2019.

Casos

| Leucemias

I SNC

Il Linfomas

X Tumores germinales

VIIl Tumores 6seos

IX Sarcoma de tejidos blandos
V Retinoblastoma = casos

VI Tumores renales

VIl Tumores hepaticos

Xl Neoplasias inespecificas
IV SNS

XI Carcinomas

sin informacion

200 400 600 800 1000

o

Gréfico 1: Registro Nacional de Cancer en Nifios y Adolescentes. México 2019.
https://lwww.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/632369/RNCA_2019.pdf

CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE CELULAS PEQUENAS,
REONDAS Y AZULES.

El término referente a tumores de células pequefas, redondas, pequefas y azules
(TCPRA) describe un grupo de tumores con un patron histolégico caracteristico; sin
embargo, por la complejidad de esta entidad existen diversas clasificaciones que
intentan englobar las similitudes que lo constituyen a cada neoplasia ya sea de
acuerdo a su patrén, tamafio celular o bien su origen; con estos antecedentes se
hace referencia a lo descrito por Sharmay cols. 3 quienes catalogaron los TCPRA
de acuerdo con las siguientes caracteristicas como se puede observar en el

siguiente cuadro:
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Clasificacion de tumores de células pequefias redondas y

Patron de células redondas

Tamafo de las células

azules.

Difuso.
e Sarcoma de Ewing.
e PNET
e Carcinoma de células de Merkel
e Rabdomiosarcoma embrional.
e Carcinoma de células pequefas
e Linfoma
e Infiltrado leucémico.

Lobulado/septado.
e Sarcoma de Ewing
e Rabdomiosarcoma alveolar.

Alveolar/pseudoalveolar.
e Patrén focal; pobre cohesion
e Rabdomiosarcoma alveolar
e PNET

Con rosetas.

Flexner.
e Neuroblastoma.
e PNET

Homer Wright:
e Neuroblastoma.

Patron vascular hemangiopericitomatoso.
e Sarcoma sinovial pobremente
diferenciado. (SSPD)
Con otros componentes:
Pseudoglandular: Sarcoma
Pobremente Diferenciado.
Cartilago: Condrosarcoma mesenquimal.

Células redondas y pequefias.
e Carcinoma de células pequefas.
e Sarcoma de Ewing/PNET.
e Melanoma.

Sinovial

16



¢ Rabdomiosarcoma.

e Enfermedad de células de Langerhans.

e Adenocarcinoma.
e Carcinoma neuroendocrino.

e Carcinoma de células de Merkel.

e Neuroblastoma olfatorio.

Células redondas grandes.

e Carcinoma de células escamosas.

Adenocarcinoma.
Melanoma.
Rabdomiosarcoma.
Neoplasias linfoides.
Paraganglioma.
rogénico.
Sarcoma de Ewing/PNET.
Neuroblastoma.
Retinoblastoma.
Meduloblastoma.
Tumor de células de Merkel.
Paragangliomas.

Ne

e © 0o 0 0 0 ¢S o 0 0 o o

pulmén.

Mesenquimal.
e Mesenquimal.

Base de origen o miogénico
e Osteoide.
e Condroide.
e Adiposo.

Hematolinfoide
e Linfoma

Carcinomas de células pequefias de

Tumores de células origen incierto:
e Tumor de células pequeias y redondas

desmoplasico.
e Sarcoma sinovial
diferenciado.

pobremente

Cuadro 1. Adaptado de Sharma, et al.. Round cell tumors; Classification and

immunohistochemistry. Indian J Med Paediatric Oncol 2017; 38:349-53
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Por otra parte; mientras que Sharma y cols, realizaron una clasificacion de las
neoplasias de células pequefias, redondas y azules; la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) ™ en su quinta edicién de tumores de tejidos blandos y éseos, hizo
modificaciones especificamente en relacion al &rea de sarcomas de la infancia con
base en la biologia genética y molecular; sefialando las siguientes entidades:
Sarcoma de Ewing, sarcoma de células redondas con fusiones EWSR1-no ETS,
sarcoma con reorganizacion CIC, sarcoma con alteracion genética en BCOR,

osteosarcoma de células pequefias, entre otros.

Asi mismo Hung Y, Fletcher C, & Hornick J % representaron en un cuadro (Cuadro
2) las neoplasias malignas en edad pediatrica que se caracterizan por una
presentacion clinicopatoldgica, sobreposicion de hallazgos citohistomorfoldgicos de
células indiferenciadas y que a menudo son indistinguibles entre si y mas si se

presentan en un contexto clinico inusual.

Tumores de células pequeias, redondas y azules.
Sarcoma de Ewing
Tumores de células pequefas redondas y azules no Ewing.

Sarcoma de células redondas NOS
Sarcoma CIC-DUX4
Sarcoma BCOR-CCNB3

) ) , . e LLA-T
Linfoma linfoblastico e LLAB
Linfoma de Burkitt
Linfoma de Hodgkin clasico
Linfoma de Hodgkin de predominio
linfocitico nodular
e Embrional
. e Alveolar
Rabdomiosarcoma , )
e Ceélulas fusiformes/ esclerosante
e NOS
e |ndiferenciado
e Pobremente diferenciado
Neuroblastoma ) )
e Diferenciado
e Ganglioneuroblastoma nodular

18



e Ganglioblastoma mixto
¢ NOS
Tumor de Wilms
Carcinoma de células pequefias
Carcinoma de la linea media NUT
Carcinoma de células de Merkel.
Melanoma
Sarcoma sinovial pobremente
diferenciado
Neuroblastoma olfatorio
Condrosarcoma mesenquimal

Otros tumores asociados a EWSR1

Tumor desmoplasico de células

pequefias y redondas

Carcinoma mioepitelial

Mioepitelioma cutaneo y de partes

blandas

Condrosarcoma mixoide extra

esquelético

Cuadro 2. Adaptado de: Hung Y, Fletcher C, Hornick J. Evaluation of NKX2-2 expression
in round cell sarcomas and other tumors with EWSR1 rearrangement: imperfect specificity
for Ewing sarcoma. Modern Pathology [Internet]. 2016

Como se ha observado a través de lo mencionado anteriormente; los diagndsticos
diferenciales en este grupo de tumores es muy amplio, y aunque se cuenta con un
panel de anticuerpos, ningun anticuerpo por si mismo tiene la utilidad clinica para
diferenciar las imprecisiones para su interpretacion que existen en los tumores de
células pequefias, redondas y azules, dando como resultado un gran impacto en su
implicacién pronostica y terapéutica, pues es distinto el manejo de cada tumor, a
pesar de que la patologia molecular es mas certera en ciertos casos, el uso de la
técnica de inmunohistoquimica sigue siendo una alternativa util, factible y mas

accesible para el estudio del paciente pediatrico en nuestro hospital.

FAMILIA DE FACTORES DE TRANSCRIPCION NKX.

El gen homeobox NKX2.2 pertenece a la familia de factores de trascripcion que
incluyen NKX2.1, NKX2.2, NKX2.3 en bazo, NKX2.4, NKX2.5 en el corazon, NKX2.6

Y NKX2.8 con distribuciones especificas en cada tejido (1%
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Fue descrito por primera vez especificamente en el sistema nervioso central; por
Briscoe y cols.(19) | especificamente en las células gliales; actia de manera normal
como un factor de transcripcion nuclear; estableciendo su papel principalmente en
el desarrollo temprano del tubo neural ;especificamente en la diferenciacion de los
oligodendrocitos y de igual manera se ha reportado su participacion en el desarrollo
de células neuroendocrinas en el tracto gastrointestinal y pancreético; aunque su
relacion con el cancer no fue descrita sino hasta el 2006 cuando se estudio su
contribucion en la transformacion oncogénica en el sarcoma de Ewing, con una
alta tasa de sensibilidad y moderada especificidad siendo positivo en otros
imitadores histopatolégicos; actuando como un objetivo en la desregulacién del gen
EWSRA-FLI a través de la represion de la transcripcion @) ; por el contrario su
disminucién en la regulacion se correlaciona con un mayor grado de malignidad
tumoral en el glioblastoma. Por otra parte, Huiming Chen y cols- (2018) informaron
por primera vez la participacion de NKX2.2 en el osteosarcoma en el cual suprime
las metastasis y la proliferaciébn mediante la regulacion de multiples genes diana;

aunque el total proceso de este mecanismo aln es desconocido. (18

Las anomalias presentes en los genes NKX se han asociado con diferentes tipos
de cancer; su actuacién puede ser como supresor de tumores; participando como
oncogén dependiendo del subtipo de cancer de pulmén @9); o bien interactuar con
otros genes como NKX3.1 el cual es un gen gue participa como gen supresor en el
cancer de préstata, no obstante se ha contemplado su participacion en las células
leucémicas en las que la expresiéon de NKX2.2 no depende de la via NOTCH y su
inactivacién afecta la proliferacion celular; ha sido propuesto recientemente por
Yoshida et al. (2020) como marcador unico del condrosarcoma mesenquimal y del
sarcoma EWSR1-NFATC?2. (20)
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EXPRESION DE NKX2.2 EN TUMORES DE CELULAS PEQUENAS,
REDONDAS Y AZULES.

La expresion del anticuerpo NKX2.2 por inmunohistoquimica se ha convertido en
una herramienta Gtil para el diagnostico de Sarcoma de Ewing, pues la mayoria de
los casos han demostrado una inmunoexpresion nuclear y difusa; reportandose
hasta un 93% de sensibilidad de acuerdo con lo reportado por Hung y cols.; no
obstante existen varios estudios comparativos 214 tanto en la morfologia como por
localizacion en los cuales se ha confrontado su utilidad con otro tipo de tumores de
células pequefias y redondas existiendo una gran versatilidad en su expresion ya
sea de manera focal, débil, o en parches; por ejemplo; en los neuroblastomas
olfatorios (con una variabilidad del 26 al 80%) o la inmunoexpresiéon en el 75% de
los condrosarcomas mesenquimales ©2122) y tumores neuroendocrinos que va de

un 0 a 100% de acuerdo con la topografia y grado de diferenciacion histoldgica .3

Por otra parte la participacion de NKX2.2 en los desoérdenes linfoproliferativos
también se ha hecho presente, prueba de ello es lo reportado en la literatura por
Nagel et al. ?¥ al expresarse en el linfoma Hodgkin y en la leucemia aguda con
inmunofenotipo T (LLA-T), aunque solamente ha sido informada en el 1% de los
pacientes pediatricos; este fendbmeno ha sido asociado a un rearreglo cromosomal
t(14:20) (q11;p11) en el cual se presenta una yuxtaposicion en los locus de los
receptores de las células T, interpretando estos hallazgos como la existencia de un
gen de subclase presente en este tipo de neoplasias; asi mismo su presencia en
el linfoma de Hodgkin, es probable que se deba a una activacion cromosomal que
se presenta en el 12% de los casos Yy se asocia a la expresion de TLX1 en el adulto;
por esta razon el comportamiento de NKX2.2 ante estos grupos de neoplasias sigue
en investigaciéon para conocer su contribucién en la leucemogénesis/linfomagénesis
por desregulacion en los procesos de desarrollo principalmente en el LH clasico y

en pacientes con linfoma Hodgkin de predominio linfocitico nodular.
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A parte de la participacion de NKX2.2 en los desoérdenes linfoproliferativos
anteriormente mencionados; se ha reportado la expresion de NKX2.1, NKX2.3 y
NKX6.3 en linfoma B difuso de células grandes; en las cuales se ha informado
expresion nuclear, focal, débil y ocasionalmente se ha expresado en forma
citoplasmica, lo cual abriria un campo para determinar si solo es una expresion

aberrante del anticuerpo o es de esperar una nueva forma de inmunoexpresion.

En suma, es preciso destacar la heterogeneidad de los resultados obtenidos por
cada uno de los autores con relacion a la expresion de NKX2.2 en las mdltiples
entidades nosolégicas englobadas dentro del grupo de tumores de células
pequefias, redondas y azules; por lo cual es imprescindible evaluar su utilidad
diagnéstica para distinguir las diferentes entidades que conforman dicho grupo a
través de la técnica de inmunohistoquimica; método accesible en nuestro hospital

y de uso rutinario para este tipo de neoplasias.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los tumores de células pequefias redondas y azules de la edad
pediatrica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” que tienen expresion

positiva al anticuerpo NKX2-2 por inmunohistoquimica?
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JUSTIFICACION

Los tumores de células pequefias, redondas y azules son neoplasias muy agresivas,
siendo en la edad pediatrica las segundas neoplasias malignas més frecuentes.
Como resultado de las similitudes histopatolégicas, inmunohistoquimica y
moleculares que estos tumores presentan, pueden crear desafios en su
interpretacion diagnostica para el patdlogo, con un importante impacto prondstico,
asi como terapéutico para el clinico.

El anticuerpo NKX2.2 forma parte de un panel de rutina especifico en la deteccion
de cancer en nifios, especialmente en el sarcoma de Ewing, siendo sensible hasta
en un 93% al expresarse de manera difusa; no obstante, su inmunoexpresion focal,
o débil, no descarta su participacion en otras entidades pediatricas, con
caracteristicas clinico-patologicas similares, las cuales pueden llevar a un
diagnéstico erroneo al interpretar el patrén y sitio de inmunoexpresion del
anticuerpo.

Conocer la frecuencia de inmunoexpresion en otras entidades, nos ayudara a tener
un campo mas amplio de posibilidades diagndsticas que no solo vayan dirigidas a
Sarcoma de Ewing como primer diagnostico, y otorgar la posibilidad de ser
necesario ampliar un panel para llegar a un diagnéstico certero; con el apoyo de
una correlacion clinicopatolégica para tratar de establecer un tratamiento y
prondstico eficaz.

A pesar de que la patologia molecular es mas certera en ciertos casos, el uso de la
técnica de inmunohistoquimica sigue siendo una alternativa util, factible y mas
accesible debido a su costo en comparacion con otros medios diagnosticos para el
estudio del paciente pediatrico en nuestro hospital.

Merece la pena subrayar que, aunque el programa de cancer en nifios es un
programa prioritario en nuestro pais, actualmente no existen estudios en México en
el cual se evalle la expresion de NKX2.2 en los tumores de células pequenias,

redondas y azules, de acuerdo con la literatura analizada.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Determinar la inmunoexpresion del anticuerpo NKX 2.2 en los tumores de
células pequefas, redondas y azules; de la poblacién pediatrica del Hospital

Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Conocer la frecuencia de presentacion de tumores de células pequefias,
redondas y azules por edad y género en edad pediatrica en el hospital Central

“Dr. Ignacio Morones Prieto”.

HIPOTESIS

Los tumores de células pequefias redondas y azules en poblacion pediatrica
presentan inmunoexpresion positiva a NKX2.2.

DISENO DE ESTUDIO

e Descriptivo transversal.
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METODOLOGIA

LUGAR DE REALIZACION

Departamento de Anatomia Patoldogica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones

Prieto”, en San Luis Potosi, San Luis Potosi.

UNIVERSO DE ESTUDIO

Bloques de parafina con diagnéstico histopatoldgico y por inmunohistoquimica de
rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, meduloblastoma, retinoblastoma,
hepatoblastoma, nefroblastoma, neuroblastoma, leucemia linfoblastica B y leucemia
linfoblastica T, que se hayan encontrado en el archivo del Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” durante el periodo de
1° de enero de 2015 al 31 de diciembre del 2021.

CRITERIOS DE SELECCION:
INCLUSION

e Todos los bloques de parafina con diagnéstico histopatolégico y por
inmunohistoquimica de rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing,
meduloblastoma, ependimoma, retinoblastoma, hepatoblastoma,
osteosarcoma, nefroblastoma, neuroblastoma, leucemia linfoblastica B y
leucemia linfoblastica T el 1 enero de 2015 al 31 de diciembre del 2021;
disponibles en el archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

e Blogues de parafina que pertenecieran a pacientes con edad de 0 a 18 afios.

EXCLUSION

e Pacientes mayores de 19 afos.
e Bloques de parafina con diagnadstico final e inmunohistoquimico de linfomas,
carcinomas, melanomas, carcinoma de células pequefas, condrosarcomas

y sarcomas sinoviales.
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ELIMINACION

e Blogues de parafina con diagnostico histopatolégico de tumor de células
pequefias, redondas y azules que se encontraron en malas condiciones para
efectuar el proceso de inmunohistoquimica.

e Bloques de parafina con diagndstico histopatologico de tumor de células
redondas y pequefias con material insuficiente.

e Se eliminaron aquellos casos de inmunohistoquimica en los cuales los

controles estén negativos para su interpretacion.

VARIABLES DE ESTUDIO
VARIABLE DEPENDIENTE

e Inmunoexpresién positiva del anticuerpo NKX 2.2 en los tumores de células

pequefias, redondas y azules.

VARIABLE INDEPENDIENTE

e Diagnostico de tumores de células pequefias, redondas y azules en edad

pediatrica.

VARIABLES DE CONTROL

e Edad

e Sexo
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Cuadro 3. Variables

Dependiente

Variable Deflnlglon Valores posibles Unida T|p.o de
operacional des variable
Inmunoexpresion Factor de
positiva de NKX transcripcion Positivo
2.2 enlos expresado en el >5%
tumores de nacleo de las células .
. b . N/A | Dicotémico
células neoplasicas de los Negativo
pequefas, tumores de células, <4%
redondas y redondas, pequefas
azules. y azules.
Independiente
Sarcoma:
Rabdomiosarcoma
Sarcoma de
Células Ewing.
: Osteosarcoma.
caracterizadas .
. . Ependimoma
histopatolégicamente
Diagndstico de por Ser pequenas, Blastomas:
R redondas, azules,
tumor de células Meduloblastomas.
~ con aumento de la . .
pequefas, L Retinoblastomas. N/A Nominal
relacion nucleo
redondas y : Hepatoblastomas.
citoplasma, e
azules. . . Nefroblatomas.
hipercromatismo,
. Neuroblastomas.
mas de dos veces del
tamafo de un .
: . Leucemias
eritrocito. .
Leucemia
linfoblastica T.
Leucemia
linfoblastica B.
Variables de Control
Variable Deflnlc_:|on Valores posibles Unida T|p_o de
operacional des variable
Conéjrl;::)onnadeugna Hombre H
Sexo pe 9 Dicotémica
distingue entre .
. Mujer M
hombre y mujer
Edad Tiempo vivido de una 0-18 Afos Continua

persona
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TIPO DE MUESTREO.

Conveniencia

CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA

Poblaciones Infinitas

_ Zza*p*q
N = -2
/=
Confianza
o= S (%) 1.96
P, = 0.1 Probabilidad de efecto buscado
Q= 0.9 Probabilidad de NO efecto.
e= 0.08 Error de la Estima
n= 54.0205147
Redondeo= 55

METODO DE ALEATORIZACION
No aplica

PRUEBA PILOTO

No aplica
ANALSIS ESTADISTICO

Se calcularon medidas de tendencia central y de dispersién para cada una
de las variables involucradas.
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ASPECTOS ETICOS

El estudio de investigacion con fines de tesis se llevo a cabo con completo apego a
las normas de privacidad, en la responsabilidad del jefe de departamento, quien es
el custodio de la informacién, registros, nombres, especimenes (bloques de
parafina). Los participantes en la investigacion tuvieron acceso Unicamente a la
informacion estadistica, nUmero de registro patologico y diagnostico morfologico,
quedando bajo resguardo del responsable de la informacion confidencial, los
bancos de tejidos, por lo que no se fue requerida la carta de consentimiento
informado.

Investigacion sin riesgo. Este estudio no represento riesgo para las y los pacientes
ya que no fueron involucrados de manera directa, pues solo se dispuso del uso del
material histopatolégico, sin generar una intervencién adicional inmediata.

Los datos de los casos se manejaron por medio del nimero institucional asignado
al material, ademas del caracter confidencial con el que se procesé la informacion
disponible y generada.

Después de la revision de la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012 del
Expediente Clinico y la Declaracion de Helsinki se concluyé que no existe riesgo
para las y los pacientes involucrados; asi mismo se obtuvo la aprobacion del Comité

de Etica e Investigacion.
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RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES

Personal del laboratorio del Departamento de Anatomia Patologica; del area
de archivo, Teresa Lopez Lopez quién realizara la busqueda de los bloques
de parafina y laminillas de piezas a estudiar.

Personal técnico del laboratorio de inmunohistoquimica del Hospital Central
“Dr. Ignacio Morones Prieto” Angélica Ma. Esquivel Ojeda y Susana de los
Angeles Chavez Porras, quienes realizaran la tincion de inmunohistoquimica
de los bloques de parafina a estudiar.

Médico adscrito, Dra. Mary Carmen Gutiérrez Gil quien se sera responsable
de la supervision y analisis del estudio de inmunohistoquimica.

Asesor metodolégico, Dr. Héctor Gerardo Hernandez Rodriguez quien

realizard el andlisis estadistico.

RECURSOS MATERIALES
Bloques de parafina y laminillas.
Anticuerpo NKX 2.2
Computadora.
Hojas de registro de datos.

Paquete de Word, Excel.

CAPACITACION DE PERSONAL

El personal presenta la capacitacion adecuada para el manejo del anticuerpo.

FINANCIAMIENTO

El financiamiento fue por parte de la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi. El anticuerpo NKX 2.2 se encuentra dentro del catalogo de
anticuerpos pertenecientes al laboratorio de inmunohistoquimica de la
UASLP como parte del programa de cancer en nifios, con un costo de
17,244.85 pesos.
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METODOLOGIA DE REALIZACION DE INMUNOHISTOQUIMICA
La técnica de inmunohistoquimica para el manejo del anticuerpo NKX2.2 se
realizé conforme a la ficha técnica de BioSB y el personal del Laboratorio de
Inmunohistoquimica del Departamento de Anatomia Patolégica del Hospital

Central descrita en el anexo 9.
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RESULTADOS.

Se logro obtener un total de 82 casos con diagndstico histopatolégico de tumores
de células pequefas, redondas y azules en los que se incluyeron neuroblastomas,
retinoblastomas, hepatoblastomas, nefroblastomas, ependimomas,
meduloblastomas, rabdomiosarcomas, osteosarcomas, sarcomas de Ewing y
leucemias linfoblasticas con inmunofenotipo B y T, sin embargo; se eliminaron 27
casos por no cumplir con los criterios de seleccién, quedando un total de 55 casos
para su estudio, dichos casos se obtuvieron en un total de siete afos; del periodo
del 2015 al 2021. Donde se recabaron nueve meduloblastomas, un ependimoma,
ocho hepatoblastomas, ocho retinoblastomas, ocho sarcomas de Ewing, siete
nefroblastomas, dos rabdomiosarcomas, tres osteosarcomas, un neuroblastoma,

siete leucemias linfoblasticas B y una leucemia linfoblastica T. (Grafica 2).

Grafico 2. Total de tumores de células redondas,
pequenas y azules.
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La informacion demogréafica y clinica relacionada con los tumores de células
pequefias, redondas y azules, relacion con el tipo de tumor, sexo, edad y

localizacion se encuentran mostradas en el cuadro 4.

Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de los TCPRA

Tumor No Sexo Edad Rango de Localizacion
Casos media presentacion
Meduloblastoma 9 I\|_/|I§ 7 anos 2-18 anos Fosa posterior
H:6 ~
Hepatoblastoma 8 M:2 2 anos 6 m -5a
. H:3 N ~ Ojo derecho: 5
Retinoblast - S
etinoblastoma 8 M5 2 anos 1-4 afos Ojo izquierdo: 3

Base de craneo: 2
Humero izquierdo: 2
Sarcoma de Ewing 3 H:4 14 afios 6-18 afios Femgr derecho: 1
M:4 Espacio muscular no
especificado :1

Material de revision:1

Nefroblastoma 7 l\|-/|lé 5 afios 1-18 afios
Leucemia H:5 - -
linfoblastica B K M2 | Sanos L Elos
Rabdomiosarcoma 2 H:1 12 afos 5-18 afios Region vestibular: 1
M:1 Cuello: 1
H:1 Fémur derecho: 2
Ost 1 - 1 . . .y
steosarcoma 3 M:2 15 anos 11-18 anos Material de revisién: 1
Ependimoma 1 H 17 afos Fosa posterior
Leucemia o
linfoblastica T 1 Al alies
Neuroblastoma 1 H 1 afio Retroperitoneal
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Con relacion a la inmunoexpresion positiva del anticuerpo NKX2.2 en patrén nuclear
mayor al 5% en 13 de 55 casos (23.6%), que corresponden a 2/8 retinoblastomas
(25%), 1/1 ependimoma (100%), 6/8 sarcomas de Ewing (75%) 1/1 neuroblastoma
(100%), 2/3 osteosarcomas (66.67) y 1/7 nefroblastomas (14.29%) como se muestra

en la Gréfica 3 y Figura 3.

Gréfica 3. Frecuencia de inmunoexpresion positiva
NKX2.2 en diferentes tumores
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Figura 3. Inmunoexpresidn positiva nuclear de NKX2.2. A) Ependimoma, B) Osteosarcoma, C) Neuroblastoma,
D) Nefroblastoma, E) Retinoblastoma.
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Con relacién a la inmunoexpresion negativa el anticuerpo NKX2.2 en el 76.4 % de
los casos que corresponden a 8/8 hepatoblastomas (100%), 7/7 (100%) leucemias
linfoblasticas B, 1/1(100 %) leucemia linfoblastica T, 9/9(100%) meduloblastomas,
6/7 nefroblastomas (85.71%), 1/3 (33.33%) osteosarcomas, 2/2(100%)
rabdomiosarcomas, 6/8(7%) retinoblastomas y 6/8 (25%) sarcomas de Ewing, como

se observa en la Grafica 4.

Grafica 4. Frecuencia de inmunoexpresion
negativa NKX2.2 en diferentes tumores
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La comparacion entre la frecuencia de inmunoexpresion positiva y negativa del
anticuerpo NKX2.2 en los TCPRA, se observa en el cuadro 5. Para el andlisis de la
significancia estadistica se utilizé la formula de distribucion multihnipergeométrica

para todo el grupo con un valor de P=0.00000001.
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Cuadro 5.

Frecuencia de la inmunoexpresion de NKX2.2 en diferentes tumores.

Tumor

Ependimoma
Hepatoblastoma
Leucemia Linfoblastica B
Leucemia Linfoblastica T
Meduloblastoma
Nefroblastoma
Neuroblastoma
Osteosarcoma
Rabdomiosarcoma
Retinoblastoma
Sarcoma de Ewing

Total

Distribucion
multihipergeométrica

Positivos Negativos  Total POSO};'VO
1 0 1 100.00
0 8 8 0.00
0 7 7 0.00
0 1 1 0.00
0 9 9 0.00
1 6 7 14.29
1 0 1 100.00
2 1 3 66.67
0 2 2 0.00
2 6 8 25.00
6 2 8 75.00
13 42 55 23.64

P=0.00000001

Como hallazgos secundarios con relacién al patron de inmunoexpresion del

anticuerpo NKX2.2 en citoplasma y paranuclear se observd lo siguiente: los

hepatoblastomas presentaron inmunoexpresion citoplasmatica en 6/8 casos y en

1/3 osteosarcomas, mientras que la expresion paranuclear se obtuvo en 2/9

meduloblastomas y 2/ 8 retinoblastomas (Grafica 5y 6).
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Grafica 5. Tumores con Grafica 6. Tumores con

inmunoexpresion citoplasmatica . inmunoexpresion paranuclear
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El anticuerpo NKX2.2 fue positivo en el 75% de los Sarcomas de Ewing y el 15% se
expreso en otros TCPRA. Para comparar la inmunoexpresion positiva de sarcoma
de Ewing con el resto de los tumores se utilizo la férmula de Fisher para valorar la

significancia estadistica con un resultado de P= 0.001 (Cuadro 6).

Tumor Positivos Negativos Total Positivos %
Sarcoma de 6 2 8 75.00
Ewing

Resto de

tumores de 7 40 47 14.89
CPRA

Total 13 42 55 23.64
Fisher: P= 0.001

38



DISCUSION

Los tumores de células pequeiias, redondas y azules son la principal causa de
neoplasia de la edad pediatrica en nuestro pais, con un alto indice de morbilidad y
mortalidad alrededor del mundo, por lo que es importante obtener un diagndstico
histopatolégico preciso, siendo principalmente leucemias, tumores del sistema

nervioso central y tumores sélidos ).

La proteina NKX2.2 actia de manera normal como factor de transcripcion necesario
para la especificacion adecuada de los linajes celulares de los islotes pancreaticos
(26), asi como su participacion y funcion en el desarrollo de oligodendrocitos y en el
desarrollo de la médula espinal ventral en etapas embrionarias. Se han informado
cada vez més estudios sobre la expresion de NKX2.2 y su inmunoexpresion en
varios canceres, asi como factor prondstico, no obstante, en la mayoria de los éstos
aun se desconoce la fisiopatogenia de su expresion. Con relacion a la literatura
analizada destacan las investigaciones hechas por Yuan He et al., que describen al
factor de transcripcion NKX2.2 como un supresor tumoral en el cancer colorrectal
debido a la metilacién del ADN ?7). Bhat et al, reportd la utilidad de NKX2.2 como
biomarcador para la deteccion oportuna del cancer cervicouterino por analisis de
secuenciacion @8, De igual manera se ha visto su utilidad como un marcador
sensible y especifico en los tumores neuroendocrinos pancredticos y

gastrointestinales como fue reportado por Yang et al. 9,

Con base en estudios previos se ha demostrado que NKX2.2 puede ser un
marcador util para el diagndstico de sarcoma de Ewing actuando como trasformador
oncogénico, con una alta sensibilidad y moderada especificidad; utilizado como
marcador por técnica de inmunohistoquimica para la confirmacién diagndstica en
comparacion con otros tumores de células pequefas, redondas y azules, aunque

otros tumores han demostrado la inmunoexpresion del anticuerpo NKX2.2.

Comparando la literatura ya descrita con nuestro estudio se puede analizar los
siguiente: Fletcher et al., evaluaron 270 casos de TCPRA y otros tumores de tejidos

blandos con mutacion en EWSR1 entre ellos el Sarcoma de Ewing, observaron la
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inmunoexpresion del anticuerpo NKX2.2 en diversos TCPRA entre los cuales fueron
Sarcoma de Ewing atipico, condrosarcomas mesenquimales(75%), neuroblastomas
(1%), neuroblastomas olfatorios(80%), entre otros, con una variabilidad en la edad
de los casos desde 4 hasta 76 afos y diversas localizaciones del cuerpo, obteniendo
variabilidad en los resultados sin mencionar si hubo significancia con relacion a la
utilidad del NKX2.2 en tumores de tejidos blandos con traslocacion de EWSRL1. En
nuestro caso se estudié exclusivamente la inmunoexpresion del anticuerpo NKX2.2
en los tumores de células pequefias, redondas y azules de la edad pediatrica,
obteniendo un valor de P=0.00000001; con lo cual se demostré6 que existe una
heterogeneidad en la inmunoexpresion del anticuerpo en estos tumores, con una
asociacion estadisticamente significativa; por otro lado al realizar una comparacién
especificamente con los neuroblastomas estudiados por Hung & Fletcher con
nuestro estudio hubo concordancia al observarse al mostrar inmunoexpresion en

neuroblastomas.

El tumor donde se presentdé mayor inmunoexpresion del anticuerpo NKX2.2 fue en
el sarcoma de Ewing, por lo tanto se comparo su expresion positiva con el resto de
los tumores de células pequefias, redondas y azules y se obtuvo un valor de
P=0.0001, por lo cual su inmunoexpresion es significativamente mas alta que en el
resto de los tumores de células pequefas, redondas y azules, de acuerdo con lo
referido en la literatura especificamente por Yoshida et al, quienes demostraron
previamente la funcionalidad del anticuerpo para los sarcomas de Ewing como

confirmacion diagndstica.

McCuiston y cols., utilizaron TCPRA de la regién de cabeza y cuello; en el cual
demostraron que NKX2.2 es un marcador sensitivo para sarcoma de Ewing, aunque
no tan especifico, al evidenciar inmunoexpresion positiva en un subconjunto de
neuroblastomas olfativos, carcinoma de células pequefas y teratocarcinomas que,
si bien, estos tumores no fueron analizados en nuestro estudio, difirié en cuestion
en la inmunoexpresion en sarcomas de Ewing, al tener dos casos negativos en

nuestro caso.
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A nivel de sistema nervioso central poco se ha estudiado la inmunoexpresion del
anticuerpo NKX2.2, siendo un precursor principal de células gliales; ya que como
se menciond anteriormente Mariyath y cols, demostraron la inmunoexpresion de
NKX2.2 en oligodendrogliomas y glioblastomas como un biomarcador diagnostico
(30); en nuestro estudio se obtuvo inmunoexpresion positiva en un ependimoma, y
no existio expresion en meduloblastomas, siendo los primeros casos en la literatura

en valorar la inmunoexpresion en estos tumores.

Con relacion a la inmunoexpresion de NKX2.2 en osteosarcomas, Chen vy
colaboradores por medio de cultivo celular encontraron expresion del gen NKX2.2
como supresor de la migracion tumoral a pesar de que actualmente aun no queda
claro su papel en la patogénesis; en nuestro estudio se utilizo NKX2.2 a través de
inmunohistoquimica con positividad en dos casos, no obstante, faltan mas estudios

para comprender su inmunoexpresion en los osteosarcomas.

Entre otras neoplasias en las cuales se ha visto expresion aberrante de NKX2.2 se
encuentran los linfomas de Hodgkin y leucemias linfoblasticas B y T referido por
Nagel y cols., en el cual fue sefialada a través de medios de cultivos celulares y
biologia molecular, en nuestro estudio no se obtuvo inmunoexpresion positiva en

los casos estudiados.

Por otra parte, a pesar de que se ha escrito sobre la funcién del NKX2.2 a nivel
molecular, genético, o bien como marcador oncogénico, factor pronéstico o como
inmunosupresor tumoral, existen pocos estudios en el cual se utiliza a través de la
técnica de inmunohistoquimica, y a su vez los estudios han sido efectuados en
poblacion general y en tumores de células pequefas redondas y azules de cualquier
localizacion. Aunque gran parte de estos tumores se presentan principalmente en

la edad pediatrica no hay estudios con énfasis en esta poblacion.
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Se resume las caracteristicas de los estudios previos comparativos de la

inmunoexpresion de NKX2.2 en diversos TCPRA en el cuadro 7.

Cuadro 7.

Comparacion de estudios previos sobre la expresion de NKX2.2 y otros TCPRA.

Autores

Yoshida A, Sekine S,
Tsuta K, Fukayama
M, Furuta K, Tsuda
H.

Hung Y, Fletcher C,
Hornick J.

McCuiston A, Bishop
J.

Nagel, S., MacLeod,
R., Pommerenke, C

Chen H, Wengiang
L, Zhong L.

Russell-Goldman E,
Hornick JL, Qian X,
Jo VY.

Ano

2012

2016

2017

2018

2018

2018

Poblacion

160

270

170

17

N/A

107

Método

Inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica

Biologia molecular

Biologia molecular

Inmunohistoquimica

Inmunoexpresion positiva de

NKX2.2
Sarcoma de Ewing
Neuroblastoma olfatorio
Sarcoma sinovial
pobremente diferenciado
Condrosarcoma
mesenquimal
Melanoma
Neuroblastoma
Sarcoma sinovial
pobremente diferenciado
Carcinoma de células
pequefnas
Neuroblastoma
Neuroblastoma olfatorio
Sarcoma de Ewing
Teratocarcinoma
Melanoma
Neuroblastoma olfatorio
Linfoma de Hodking
Leucemias linfoblasticas T
Leucemias linfoblasticas B

Osteosarcoma

Carcinoma células
pequenas

Carcinoma de células de
Merkel

Sarcoma sinovial
Rabdomiosarcoma
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LIMITACIONES Y NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION.

Limitaciones.

e Ausencia de material a estudiar, ya que algunos casos no se contaban con
el bloque de tejido en el archivo del departamento de Anatomia Patoldgica o
este se encontraba en malas condiciones para la realizacién de estudios de

inmunohistoquimica.

Nuevas perspectivas de investigacion.

e Continuar utilizando el anticuerpo NKX2.2 en aquellas entidades que
presentaron inmunoexpresion positiva como ependimomas, neuroblastomas,
retinoblastomas, nefroblastomas y osteosarcomas, de los cuales aun no se
ha descrito su uso en la literatura.

e Utilizar el anticuerpo NKX2.2 como factor pronéstico en aquellos casos con
inmunoexpresion positiva en los casos en los cuales no se ha descrito en la
literatura.

e Extender la investigacién sobre los hallazgos encontrados con relacion a la
expresion en patron citoplasmico y paranuclear del anticuerpo NKX2.2 en
hepatoblastomas, meduloblastomas, retinoblastomas, que si bien fue un
hallazgo secundario no existe en la literatura referencia conforme al patron

de inmunoexpresion.
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CONCLUSIONES

La significancia obtenida logr6 demostrar la heterogeneidad de la
inmunoexpresion positiva del anticuerpo NKX2.2 en diversos tumores de
células pequefias, redondas y azules.

Que la positividad de NKX2.2 no es exclusiva del sarcoma de Ewing a pesar
de que es el tumor en el cual se expresa con mayor frecuencia; se debe ser
cauteloso al interpretar los hallazgos de la inmunoexpresion positiva

presentada en los TCPRA.
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