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INTRODUCCION.

El rabdomiosarcoma es el tumor mas frecuente de tejidos blandos que se
presenta en la infancia, representa del 5 al 10 % de los tumores sélidos en esa
edad."?34 Basados en hallazgos histoldgicos se presentan dos tipos de
rabdomiosarcoma en los pacientes pediatricos, estos son el rabdomiosarcoma
alveolar y el rabdomiosarcoma embrionario, este ultimo se presenta con mayor
frecuencia. De estos dos el rabdomiosarcoma alveolar se caracteriza por
presentar un comportamiento mas agresivo, y presentar dos translocaciones
especificas que son la translocacién t(2;13)(g35;914), que, se presenta en el
70% de los casos, y la translocacion t(1;13)(p36;914), que se presenta en el 10
de los casos. Los genes afectados por estas translocaciones son PAX3 y PAX7,
que se localizan en el cromosoma 2q35 y 1p36 respectivamente. Ambos se
encuentran intimamente relacionados con el desarrollo de musculo durante la
embriogénesis. Cualquier alteracién en el funcionamiento de estos genes puede
resultar en el desarrollo de musculo anormal. Las translocaciones antes
mencionadas resultan de la fusion del dominio de unién al ADN de los genes
PAX3 y PAX7 con el dominio de activacion transcripcional del gene FKHR, el
cual se encuentra localizado en el cromosoma 13q14. La fusién de estos genes
da origen a la expresidon a través de transcritos quiméricos de proteinas
quiméricas, las cuales activan la trascripcion del sitio de union PAX con una alta
potencia mas que la correspondiente al tipo silvestre.®”  El restante 20%

aproximado de rabdomiosarcomas alveolares son negativos para estas



translocaciones, forman un grupo mas heterogéneo, poco explorado, en el cual
la clasificacién es ambigua. En estos casos el diagndstico diferencial con los
rabdomiosarcomas embrionarios se basa en métodos clasicos tales como la
histologia, por lo que permanecen aun como un reto debido a la ausencia de
marcadores inmunohistoquimicos especificos, asi como de ultraesctructura.”
Estos genes pueden ser utilizados como marcadores diagndsticos unicos para
los rabdomiosarcomas alveolares, motivo por el cual se utilizan diversas técnicas
de biologia molecular tales como la transcripcion reversa-reacciéon en cadena
polimerasa (RT-PCR), y la hibridacion in situ fluorescente (FISH). Ambas
pueden ser utilizadas para determinar el tipo de translocacion presente, que
llega a tener una correlacion con el diagnostico histopatoldgico hasta del 95 %.2
La técnica de RT-PCR utilizando cortes de tejido fijado en formol e incluido en
parafina tiene aplicacién para detectar transcripciones quiméricas de manera
confiable y con alta sensibilidad y especificidad diagndstica. Sin embargo,
algunas veces el ARN mensajero (ARNm) aislado, no es de la calidad que se
requiere para amplificar las fusiones de los genes, y estudios adicionales como
el FISH pueden ser de utilidad para esclarecer la naturaleza de resultados
inesperados o erréneos 2. Finalmente, el tejido fijado en formol incluido en
parafina representa una importante fuente de material biolégico para realizar
estudios retrospectivos, cuando la muestra del tumor es pequefia 0 en casos

9,10

donde no hay tejido congelado. Un diagnostico oportuno, asi como la

referencia a un centro especializado son de vital importancia para una mejor



calidad de vida para los pacientes. La supervivencia ha mejorado de manera

importante en los Ultimos diez afos."

Translocaciones especificas en los ARMS:
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Fig 1. Diagrama de las translocaciones cromosdmicas que resultan en la fusion

de los genes PAX3 y PAX7 con el gene FKHR.




MARCO TEORICO CONCEPTUAL

Los rabdomiosarcomas pertenecen a una familia de sarcomas de tejidos
blandos que muestran evidencia de diferenciacion a musculo esquelético, tanto
por el inmunofenotipo, como ultraestructuralmente. Estos tumores surgen como
resultado de una perdida en el control de crecimiento y de diferenciacion a
células miogénicas. Las translocaciones cromosdmicas son alteraciones
genéticas consistentes, especificas, que se comparte en varios tipos de
sarcomas Yy otras neoplasias. En cada translocacion se yuxtaponen dos genes
para crear un gen quimérico que codifica una proteina de fusion, las cuales
presentan actividad oncogénica. Esto ultimo ha sido motivo de varias
investigaciones, sin embargo los mecanismos por los cuales el loci de
cromosomas separados se yuxtapone y re-arreglan en la tumorigénesis son aun
desconocidos. Mediante el ensayo de transcripcidn reversa-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) se ha demostrado que el exén 7 de PAX3 se fusiona
consistentemente con el exon 2 de FKHR en el transcrito quimérico PAX3-
FKHR. En el caso de PAX7-FKHR se fusiona el exén 7 de PAX7 con el exén 2 y

3 de FKHR.®""



ANTECEDENTES

En 1958 Horn y Enterline® hicieron la primera clasificacion basada en
datos clinicos y de histopatologia. Describieron los 4 patrones clasicos
constituidos por el rabdomiosarcoma pleomorfico, alveolar, embrionario vy
botrioides. Esta clasificacion es la base de todas las clasificaciones posteriores y
es conocida como el esquema convencional. Los términos embrionario y
alveolar fueron introducidos en 1950 por Store y Dargeon y en 1956 por Riopelle
y Thérialt, respectivamente. Algunos autores demostraron que el patron
histolégico alveolar era de conducta biologica mas agresiva que los
rabdomiosarcomas embrionarios por lo tanto con prondstico de supervivencia
menor en relacién a los mismos.'*'*'® El Grupo Interinstitucional para el Estudio
del Rabdomiosarcoma (IRS) en su primer informe mostré diferencias en la
supervivencia de los pacientes si se tomaba como base el sitio primario y
estadio clinico, pero no se tomé como variable el tipo histolégico de los
rabdomiosarcomas. A partir del segundo informe, se incluyé la variante
histolégica que fue de gran importancia pues en los resultados se encontré una
sobrevida a los cinco anos de 95 % para la variante botrioides, 88% para la
variante de células fusiformes, 66% para la variante embrionaria y 54 % para el
patrén alveolar.? Actualmente se ha establecido claramente que el fenotipo de
malignidad es determinado genéticamente y la interaccion entre el medio
ambiente y el desarrollo genético de la célula influye en el desarrollo de

neoplasias especificas. La investigacion en cancer ha progresado a partir de la



consolidacion del conocimiento y comprensién de los procesos fundamentales
asociados a estas enfermedades. De esta manera la evolucion del estudio de las
neoplasias se ha basado en teorias revolucionarias como la de Knudson en
1971"" apoyadas en mejores técnicas para demostrar las mismas como el
estudio de los cromosomas y posteriormente la reaccién en cadena de la
polimerasa con sus variantes. El esfuerzo de investigadores alrededor del
mundo teniendo rigurosas reglas universales ha dado como resultado datos
certeros y nuevas hipétesis. Los rabdomiosarcomas alveolares han mostrado
constantemente la presencia de la translocacion t(2;13) o la variante t(1;13) que
resultan en la fusion de productos oncogénicos PAX3-FKHR y PAX7-FKHR,
respectivamente. La t(2;13)(q35;q14) se ha detectado en 70 % de casos de
rabdomiosarcoma alveolar, la variante t(1;13)(p36;914) en 10 % '*'°
probablemente por la complejidad de completar la fusion funcional de PAX7-
FKHR, la cual requiere tres rupturas en vez de dos, para cambiar la orientacién
de uno de los genes.” Sin embargo estos porcentajes varian de tal forma que
Sorensen (2002) obtuvo un porcentaje de 55 % con PAX3-FKHR, 22% PAX7-
FKHR vy en 23% la fusion fue negativa.19 Por su parte Anderson reporté 40 %
en PAX3-FKHR, 8.7% PAX7-FKHR y 50 % sin translocacién.?® Ambas han sido
asociadas unicamente con rabdomiosarcomas alveolares por lo que hasta este
momento parecen ser marcadores moleculares especificos de esta neoplasia.
Lo anterior se explica debido a la fusion de los genes PAX con el gen FKHR, lo
cual da como resultado una proteina muy similar en estructura, con una

identidad hasta del 97% entre los genes PAX3 y PAX7. Esta identidad sugiere



que ambas proteinas de fusidn reconocen blancos similares y pueden regular un
grupo de genes blancos involucrados en la patogénesis de los
rabdomiosarcomas alveolares. Ambos genes se expresan en el desarrollo de
somitas al momento de la formacion del dermomiotomo. La expresién de PAX3
ocurre antes de la migracion del mioblasto y la formacién de la musculatura, y la
expresion de PAX7 comienza pocos dias después y se mantiene durante la
diferenciacion de los musculos del tronco y extremidades. El hallazgo de la
expresion de los genes PAX3 y PAX7 en precursores de musculo esquelético es
consistente con la actividad de sus promotores en el ARMS, con diferenciacion a

lo largo de la via del musculo estriado.™



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se cuenta con las técnicas de RT-PCR y FISH en el
Departamento de Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez, las
cuales se han utilizado para la deteccidn de alteraciones cromosomicas en
diferentes tipos de neoplasias. Los rabdomiosarcomas presentan
translocaciones caracteristicas que se pueden detectar por ambas técnicas. Es
importante conocer la presencia de dichas translocaciones, debido a
implicaciones tanto diagnosticas como de pronostico. Lo cual implica un mayor
costo. Por lo anterior es necesario conocer las ventajas y desventajas de cada

una de estas técnicas.



JUSTIFICACION

Los rabdomiosarcomas alveolares se caracterizan por presentar
translocaciones reciprocas y especificas que generan la fusion del gen
PAX3/PAX7 — FKHR estas alteraciones representan eventos fundamentales en
el desarrollo de estas neoplasias, ademas de ser marcadores utiles para el
diagnostico y blancos potenciales para intervencion terapéutica, la mayoria de
estos tumores son diagnosticados correctamente usando histologia
convencional e inmunohistoquimica, sin embargo, el papel prondstico de las
translocaciones hace necesario el uso de herramientas moleculares. La
implementacion de estas técnicas aumentara el conocimiento sobre Ila
presentacion de los diferentes subtipos biolégicos de rabdomiosarcomas
alveolares de tal forma que la presencia de determinado tipo de translocacion se
relacione con la sobrevida de los pacientes. Ademas estos tipos de tumores
tienen una rapida diseminacion a otros érganos por lo que un diagndstico certero
y temprano es fundamental para el desarrollo de tratamientos terapéuticos
adecuados. Por lo tanto, comparar ambas técnicas nos permite conocer el

costo-beneficio de cada una.
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OBJETIVO

-GENERALES

Comparar la técnica de FISH con RT-PCR a través de la determinacién

del tipo de translocacién presente en rabdomiosarcomas alveolares.

-PARTICULARES

Estandarizar la técnica de FISH y RT-PCR en rabdomiosarcomas

alveolares a partir de muestras de tejido incluido en parafina.

Determinar la sensibilidad de la técnica de FISH y RT-PCR.

15



HIPOTESIS

La técnica de FISH presenta una sensibilidad superior a la técnica de RT-
PCR, en tejido fijado en formol e incluido en parafina debido a que el ADN es

mas estable que el ARN utilizado para la RT-PCR.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio: Observacional y transversal.

Muestra: Por conveniencia.

Criterios de inclusion.

a) Pacientes menores de 18 afos.

b) De uno u otro sexo.

c) Con diagndstico histopatolégico de rabdomiosarcoma alveolar.

d) Contar con bloques de parafina en el archivo de Departamento de

Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Criterios de exclusion.

a) No contar con bloques de parafina en el archivo de Departamento de

Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez.

b) Tejido necrético en 90% de la superficie tumoral.

c) Cambios por mala fijacién en el tejido tumoral.



Caracteristicas de los pacientes y muestras.

Se seleccionaron 30 muestras de tejido fijado en formol e incluido en
parafina de los archivos del Departamento de Patologia del Hospital Infantil de
México Federico Gomez, diagnostico de Rabdomiosarcoma alveolar. Dos
observadores verificaron el diagnostico histopatolégico mediante un corte tefido
con hematoxilina y eosina e inmunohistoquimica con los marcadores: vimentina,
desmina, miogenina, WT-1, MyoD1 y CD34. Cada caso fue registrado con un
numero progresivo sin ninguna informacion del paciente. Los datos clinicos
tales como edad, genero, localizacion del tumor, estadio clinico y sobrevida,

fueron recabados de los expedientes clinicos de los pacientes.

Extraccion del ARN

La extraccidén del ARN se realizé en cinco cortes de 10 um de tejido fijado
en formol e incluido en parafina segun la técnica descrita por Bonin et al (2003).
Los cortes fueron colocados en microtubos y se elimino la parafina con xilol y
lavado en etanol absoluto. Posteriormente el tejido se incubo en un solucién de
lisis que contenia 500ug/ml de proteinasa-K, 1% de SDS, 20 mmol/Lt de Tris-HCI
(pH 7.8), todo preparado en agua libre de ribonucleasas. Después de
aproximadamente 35 h de digestion a 42°C, en la solucion de lisis, el ARNm fue
obtenido mediante una mezcla de fenol-cloroformo y precipitado en isopropanol,

posteriormente se resuspendio en 30 uL de agua libre de ribonucleasas.



Analisis de RT-PCR.

Con la misma metodologia se obtuvo ARN de los controles positivos
derivados de dos lineas celulares incluidas en parafina, la CW 9019 para la
t(1;13) y la RH28 para la t(2;13), ambas donadas por el Dr. Frederic Barr
(Departamento de Patologia, Universidad de Pennsilvania, E.U.A.). La
secuencia de los oligonucleotidos utilizados para amplificar la t(2;13) fue: PAX3
5-GCTATACAGACAGCTTPGT-3" y FKHR1 5-TCCAGTTCCTTCATTCTGCA-
3. Para de la t(1;13) fue: PAX7 5-GCTTCTCCAGCTACTCTGAC-3", FKHR2
5-CTCTGGATTGAGCATCCACC-3". La expresion de de la fosfo-glicerato
cinasa, PGK, fue utilizada como un control positivo para la presencia de ARN
amplificable. Las secuencias del oligonucleotido son: PGKf 5'-
CAGTTTGGAGCTCCTGGAAG-3’, y PGKr 5- TGCAAATCCAGGGTGCAGTG-
3". Para la reaccion de RT-PCR se utilizo el kit Titan (Roche). La amplificacion
inicial fue de 50 °C por 30 minutos y 94 °C, dos minutos. Posteriormente fueron
40 ciclos a 94 °C un minuto, 60 °C un minuto, 68 °C 45 segundos, y extension
final de 68 °C por 7 minutos. Se tomaron 15uL del producto de la PCR y se
fraccionaron en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio. El tamafio de los
productos amplificados fue de 185 pb y 147 pb, para la identificacién de las
t(1;13) y t(2;13), respectivamente. El tamafo de la amplificacion del gen PGK
fue de 247 pb. Todos los fragmentos amplificados fueron secuenciados y las

translocaciones fueron confirmadas.
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Diagrama de flujo para el proceso de RT-PCR.
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Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH).

Se disefiaron tres sondas a partir de clonas con vectores BAC (cromosoma
artificial bacteriano) y PAC (cromosoma artificial derivado de P1). Las clonas utilizadas
fueron RP11-71J24 para PAX3, RP11-89L15 para FKHR y RP1-93P18 para PAX7 ?'.
Los insertos de 174 kb de PAX 3 y FKHR fueron clonados en pBACe3.6. Para
PAXT el inserto de 110 kb fue clonado en pCYPAC2. Las clonas fueron obtenidas

de una genoteca humana BACPAC (Resources Center at Children’s Hospital Oakland
Research Institute). Se realizd6 FISH en dos colores, los genes PAX3 y PAX7 se
marcaron con dUTP naranja y FKHR con dUTP verde. Se marc6 1 ug de DNA de cada
sonda con la técnica nick translation. Los protocolos fueron realizados de acuerdo

con Nishio et al con algunas modificaciones.?’

La preparacion de los tejidos fijados
en formol e incluidos en parafina fue la siguiente: se utilizaron cortes de tejido tumoral
de 4 um de grosor y se colocaron en laminillas cargadas positivamente, para eliminar
la parafina se mantuvieron los cortes toda la noche a 60 °C y posteriormente fueron
desparafinadas en citrisolv.  El tejido fue deshidratado en alcohol absoluto por
cinco minutos, en dos ocasiones a temperatura ambiente. Posteriormente las
laminillas se colocaron 20 minutos en HCI 0.2 N. De manera sucesiva se
lavaron con agua bidestilada y amortiguador de lavado ( Vysis 32-801200). Las
laminillas fueron incubadas en solucién de pre-tratamiento (Vysis 32-801200) por
20 minutos a 37°C. Luego fueron lavadas en amortiguador y se dejaron secar. A
continuacion se colocaron en formalina amortiguada al 10% por 10 minutos,

lavadas con agua destilada y deshidratadas. Para la hibridacion se mezclé buffer

de hibridacién LSI/WCP (Vysis 32-3804826) con 200 a 400 ng de cada sonda. Se



coloco el cubreojetos y se sell6 con cemento IRIS (pegamento artistico). En este
momento se realizé la codesnaturalizacion a 72 °C por 5 minutos. Las muestras se
dejaron incubando en una caja humidificada a 37 °C por un minimo de 20 horas.
Para realizar el procedimiento de post-hibridacién, las laminillas fueron inmersas
primero en 2XSSC/0.3 % NP-40 a 73°C dos minutos, luego en 2XSSC/0.1 %
NP-40 a temperatura ambiente por un minuto. Finalmente, se tifieron los
nucleos con medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector H-1200), las
laminillas fueron analizadas en un microscopio Leica DMRX, se tomaron
fotografias con el software FISH Applied Imaging Cytovision. Se incluyé como
control positivo de la técnica la sonda CEP 8 spectrum aqua (Vysis cat. 32-131008),
controles positivos de las dos translocaciones y control negativo de tejido muscular

esquelético. Las sefiales de hibridacion fueron analizadas en 100 nucleos en
interfase. La muestra fue interpretada como positiva si las sefales para los
genes PAX3 o PAX7 (naranja) se encontraban fusionadas con las senales de la

sonda para el gen FKHR (verde) en mas de 10 % de los nucleos evaluados.



DISENO DE SONDAS

Culfivo cepa Extraccion Mgrcor DNA ) Tamafio de
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Diagrama de flujo para el disefio de sondas y realizaciéon de FISH.
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RESULTADOS

Con la técnica de RT-PCR se encontraron 15 tumores (50 %) con la
translocacion t(2;13)/PAX3-FKHR, uno (3 %), con la translocacion t(1;13)/PAX7-
FKHR, nueve casos (30 %) con ninguna de las dos translocaciones. En cinco
muestras (17 %) no se pudo obtener ARN amplificable (Tabla 1). Algunas de las
muestras ensayadas mediante RT-PCR son mostradas en la Figura 1. El bloque
de parafina con mayor antigtiiedad del cual se obtuvo RNA de buena calidad fue de 15

afnos. Por otro parte el analisis con FISH de estas muestras mostré resultados
importantes (Tabla 1), hubo 19 tumores (63 %) con la translocacion
t(2;13)/PAX3-FKHR; contra 15 (50 %) observados mediante RT-PCR, un caso (3
%) con la translocacion t(1;13)/PAX7-FKHR; y diez casos (33 %) con ninguna de
las dos translocaciones. Es importante recalcar que la sensibilidad del estudio
de FISH revelé cuatro casos con la translocacion t(2;13)/PAX3-FKHR y un caso
con ninguna de las translocaciones. Estos casos no se pudieron evaluar por RT-
PCR debido a que el ARN estaba degradado. Las sefales producidas por cada
sonda en el FISH fueron oéptimas para realizar el analisis (Figura 2). Las
muestras se consideraron como positivas cuando se observé una sefal naranja
yuxtapuesta con una sefial verde. Con estos resultados es importante hacer
notar que la técnica de FISH puede complementar los analisis de RT-PCR,
ademas de ser una herramienta util en la identificacion de las translocaciones

caracteristicas de los rabdomiosarcomas alveolares.



PAX3-FKHR | PAX7-FKHR NINGUNA NO VALORABLE

n (%) | n (%) | n (%) |n (%)
RT-PCR | 15 (50) |1 3) 9 (30) |5 (17)
FISH 19 63) |1 3) 10 [ @31) |0 (0)

TABLA 1. Estado de fusion de los genes de los 30 rabdomiosarcomas

alveolares analizados.




PAX3-FKHR t(2;13) PAX7-FKHR t(1;13)

Gelde agarosa al 2 %.
PAX3-FKHR de 147 pb.
PAX7-FKHR de 185 pb.

FIG 1. Electroforesis en gel de agarosa mostrando la amplificacién de los productos por
RT-PCR de fusién de genes PAX3-FKHR y PAX7-FKHR. Del lado izgierdo se observa
la escalera molecular del ADN con los tamanos indicados. Cada columna ilustra un caso

diferente (paciente). La columna del extremo derecho corresponde al control positivo.
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FIG 2. A. FISH realizado en tejido fijado en formol e incluido en parafina donde se

observan las sefiales de las sondas en diferentes colores, el gen FKHR en color verde,
el gen PAX3 en naranja y la region del centromero del cromosoma 8 en azul, 100 X. B.
Acercamiento del campo seleccionado en A donde se observa mejor la sefial de las 3
sondas mostrando la translocacién t (2;13), PAX3-FKHR. C. Muestra de otro paciente

donde se vuelve a evidenciar la t(2;13), 100.

27



Se realiz6 una correlacidn entre la presencia o ausencia de las
translocaciones caracteristicas, y varios datos clinicos de los pacientes (Tabla
2). Debido a que hubo un solo caso con la translocacion t(1;3)/PAX3-FKHR no
fue posible establecer ninguna correlacién. Hubo una tendencia entre la
presencia de la translocacion t(2;13)/PAX3-FKHR en pacientes mayores, con
una media de 9 afos, la presencia de ninguna de las dos translocaciones en
paciente menores, con una media de 4 afos (p<0.05). Las localizaciones mas
frecuentemente observadas fueron cabeza y cuello, y extremidades. Con
respecto a la localizacion del tumor no se encontrd correlacion entre la presencia
de de la translocacion t(2;13), ni tampoco de los caos con ninguna de las dos
translocaciones. La presencia de la translocacion t(2;13) se asocio a pacientes
mayores y a un estadio mas avanzado. Los pacientes de menor edad
presentaron tumores con ninguna de las translocaciones, y en esta serie los

pacientes se presentaron en un estadio clinico mas avanzado.



GEN | EDAD PROM | SITIO ESTA | ESTA

ERO EDIO DIO DIO

<6 | >7 H G |E T |1yl [l vy

H/M EDAD V.

t(2;13) 11/8 |7 12 |9 7 4 |6 2 |6 13
t(1:13) 0/1 1 0 |5 - 1 |- - |- 1
Ninguna | 6/4 8 2 |4 5 1 |3 1 10 10

TABLA 2. Correlacion entre los rasgos clinicos con las translocaciones
caracteristicas y los casos con ausencia de estas translocaciones. M: hombre, f:

mujer, H: cabeza y cuello, G: genitourinario, E: extremidad y T: tronco.



Finalmente, se realizo un analisis de la sobrevida con el fin de evaluar si
tipo de la translocacion presenta alguna influencia en la sobrevida de los
pacientes. Los pacientes con presencia de la translocacion t(2;13) comparados
con los que no presentaron ninguna de las translocaciones caracteristicas
tuvieron una sobrevida menor (p<0.0001). Por lo tanto, hay un efecto negativo
en la sobrevida en general en pacientes con presencia de la translocacion

t(2;13), como se ha reportado en otros estudios.



DISCUSION

La prioridad de este estudio fue revelar la presencia de algun tipo de
translocaciéon descrita en los rabdomiosarcomas alveolares por dos técnicas de
estudio molecular (RT-PCR y FISH) en fijado en formol e incluido en parafina.
Ademas, conocer si los pacientes hispanos presentan las mismas correlaciones
descritas en otras series con pacientes anglosajones. Los resultados mostraron
una sensibilidad del 100 % con la técnica de FISH para identificar las
translocaciones en los rabdomiosarcomas alveolares. Esta sensibilidad fue
reportada por McManus et al en 1996 para detectar la translocacion t(2;13) en
los rabdomiosarcomas alveolares.® En este estudio con la técnica de FISH
detectaron mas casos que con analisis cariotipico. El potencial de la técnica de
FISH fue demostrada también por Biegel et al en 1995.22 Fritsch et al (2003)
fueron los primeros en describir la aplicacion de la técnica de FISH en material
fijado en formalina.?® Encontraron que la técnica de FISH es dtil en aquellos
casos en los que la técnica de RT-PCR muestra resultados dudosos. En este
estudio se observo una situacion semejante debido a que con la técnica de FISH
se detectaron cinco casos que por RT-PCR no se pudieron valorar debido a una
deficiente calidad de ARN de la muestra. Las sondas de FISH utilizadas en este
estudio fueron descritas por Nishio y col. quienes demostraron que son
confiables y altamente especificas para identificar t(1;13) y t(2;13) en tejido
procesado de manera rutinaria, y para diferenciar a los rabdomiosarcomas

alveolares de otros tumores de células redondas pequefias y azules. También



demostraron que la técnica de FISH puede ser una prueba mas sensible que la
técnica de RT-PCR para identificar nuevas translocaciones, con este método se
identificaron rupturas en el gen FOXO1, pero no en el gen PAX. La mayor
estabilidad del ADN con respecto al ARN puede ser una propiedad importante
que permite mayor sensibilidad del FISH para detectar este tipo de

translocaciones en los rabdomiosarcomas.?*

Los primeros estudios que abordaron la identificacién de translocaciones
por RT-PCR fueron realizados en tejido fresco. El potencial para realizar
estudios retrospectivos identificando las translocaciones t(2;13) y t(1;13) en
tejido fijado con formol e incluido en parafina realizado por Edwards et al (1997),
ellos tuvieron una sensibilidad de 93 % en tejido en parafina, contra 100 % en
tejido congelado.? Esta alta sensibilidad fue reportada por otros como Chen et
al y Jin et al.?®?" El estudio de Jin et al (2003) menciona que si se trabaja con
tejido incluido en parafina se necesitan de 200 a 1000 células para poder
amplificar e identificar algun tipo de translocacion. Lo cual contrasta con la
deteccion de esta fusion de genes en por lo menos 50 células en cortes
congelados. Esto en parte explica las diferencias observadas en la sensibilidad
reportada en tejido fijado en formol e incluido en parafina fijado con formalina.
En el presente estudio identificamos la fusion de genes en el 50% de los casos,
y de acuerdo con los resultados de la amplificacion del gen PGK, el ARN de
cinco muestras no fue optimo para desarrollar la técnica. Mediante la técnica de

RT-PCR obtuvimos 50 % de casos positivos para la translocacion t(2;13) lo que



es comparable con el 55% reportado por Sorensen et al.'® Sin embargo, hay un
amplio rango de variacion desde el 40% reportado por Anderson et al, al 71%
reportado por Barr et al.?*?® En este trabajo reportamos 31 % de casos sin
ninguna traslocacion con la técnica de RT-PCR, que es comprable con el 23 %

reportado por Sorensen et al.'

Sin embargo hay una amplia variacién que va
del 10 % reportado por Barr et al, al 50 % reportado por Anderson et al.?>® Los
casos negativos representan otro grupo donde posiblemente existen nuevos
rearreglos, como el demostrado por Wachtel et al quienes describen un nueva
translocacion t(2;2)/PAX3-NCOA1.2 NCOA1 es un receptor nuclear que posee
propiedades de transactivacion similares a las de la fusion PAX3-FKHR. Otra
nueva translocacion fue reportada por Barr et al en la que el gen PAX3 o PAX7
se fusionan al gene AFX, que es similar en estructura y funcién al gen FKHR.’
Por otro lado, se ha descrito recientemente un rearreglo en rabdomiosarcomas
embrionarios y se ha identificado una translocacién novedosa que afecta al

cromosoma 2935, el cual es el locus del gen PAXS3, pero el gen compariero en

este rearreglo aun debe ser descrito.*°

En el presente estudio se observo una relacion entre la edad y el tiopo de
translocacién que fue consistente con la asociacion previamente descrita por
Anderson y col.?’ Estos autores mencionan que la fusion PAX3-FHRK se
presenta en nifios mayores de 7 afios (63%), con una edad promedio de 9 afnos
y un estadio mayor de enfermedad (68%).2° Su estudio describié una edad

promedio de 9 anos y el 63 % de los casos con estadio Ill y IV, muy similar a



nuestros resultados. Lo cual contrasta con los resultados obtenidos por Barr et
al,?® ellos documentaron la fusion de PAX3 en pacientes con mayor edad (43 %),
pero 66 % en un estadio mas avanzado. En los pacientes menores (4 afos en
promedio) no se reporto ninguna de las translocaciones, (80 %), pero en el 100
% de los casos en estadio mas avanzado. Nuestros resultados se correlacionan
Unicamente con el reporte de Anderson et al,?° donde los casos con ninguna
translocacién se observaron en pacientes menores con una edad promedio de 4
afnos (72 %), lo cual se compara con el 69 % reportado por Barr et al?® Los
casos positivos para la translocacién t(2;13) se asociaron a pacientes mayores y
con un mayor estadio clinico. Los casos sin translocacién correspondieron a
pacientes menores, también con un estadio clinico mayor. Esto se puede deber
a la atencién medica del paciente que es diagnosticado en un estadio clinico

mas avanzado en nuestro pais.



Podemos concluir que la técnica de FISH tiene una sensibilidad de 100 %
para identificar algun tipo de translocacion o ninguna translocacién en los casos
de rabdomiosarcoma alveolar en tejido fijado en formol e incluido en parafina, y

puede complementar los resultados obtenidos mediante la técnica de RT-PCR.
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