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RESUMEN
Los mixomas cardiacos son los tumores primarios mas comunes del corazon humano. Son
tumores con comportamiento bioldgico benigno, sin embargo, tienen relevancia debido a la
dificultad de su sospecha clinica y a sus posibles complicaciones dada su localizacion dentro de
las cavidades del corazon. La naturaleza de estos tumores siempre ha estado sujeta a
controversia, desde las dudas de que representen una verdadera neoplasia o sean tan sélo un
trombo organizado, hasta dudas sobre su célula de origen. Su naturaleza neoplasica ha sido
confirmada por diversos estudios, pero el origen y la patogénesis siguen siendo cuestiones sin
aclarar. Se ha postulado que surgen de células maduras del endocardio, de restos embrionarios o
de células pluripotenciales del endocardio. Para contribuir a aclarar estas interrogantes, en el
presente trabajo informamos de 6 casos de mixomas cardiacos que fueron positivos para la
inmunomarcacion con CD133, survivina, survivina-2B y survivina-AEx3. EI CD133 es una
proteina transmembranal que se ha usado para identificar células hematopoyéticas vy
progenitoras, asi como a las llamadas células madre del cancer. La survivina es un inhibidor de la
apoptosis cuya expresion se encuentra en la gran mayoria de las neoplasias humanas; existen
varios subtipos de survivina, los cuales se ha observado tienen papeles diferentes en la

patogénesis de algunas neoplasias.




INTRODUCCION

Aproximadamente 75% de los tumores cardiacos son benignos y de estos entre el 50 y el 85%
corresponden a mixomas, que tienen una incidencia de 0.5 -1 por 10° individuos por afio *22,
Los mixomas cardiacos (MC) pueden desarrollarse en cualquiera de las cavidades cardiacas,
pero hasta el 90% de ellos estan localizados en la auricula izquierda, adheridos principalmente al
tabique interauricular cerca de la fossa ovalis®. Los MC se presentan en todos los grupos de edad,
pero son particularmente frecuentes entre la tercera y sexta décadas de la vida . Clinicamente
hay dos formas: los tumores esporadicos (90%), y aquellos tumores familiares (10%) que pueden
formar parte del sindrome de Carney, en el que ademas de MC puede haber mixomas en otras
localizaciones, lesiones pigmentadas, hiperactividad endécrina y algunas otras neoplasias *. Los
pacientes con MC pueden no presentar sintoma alguno, mostrar datos clinicos inespecificos, o
presentar datos de desequilibro hemodinamico por obstruccion intracardiaca y signos de
embolizacién sistémica o pulmonar >° . La escisién quirtrgica es el tnico tratamiento para estos
tumores, y es usualmente curativa *. Se ha observado recurrencia de 1 a 4% en los mixomas
esporadicos y de 12 a 22% en los casos familiares *°. EI MC es de histogénesis incierta y se han
propuesto diversos origenes celulares como el endotelial, neurogénico, fibroblastico,
cardiomiocitico o de células madre pluripotenciales y se han utilizado diversos inmunmarcadores

para este fin.

El CD133, o prominina-1, fue originalmente identificado en células madre neuroepiteliales de
raton en 1997. Su funcion exacta es desconocida y fue descrito posteriormente en humanos como

un marcador expresado en células madre hematopoyéticas y progenitoras’. En diversos estudios




el CD133 se ha utilizado para marcar células mesenquimales primitivas® y células madre
tumorales®. A nuestro saber no hay estudios de la expresion de este marcador en relacién a los

MC.

Por otro lado, la survivina es una proteina miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de
la apoptosis, que estd expresada en un buen nimero de tumores, pero ausente en tejidos maduros
diferenciados. Este marcador se ha estudiado en mixomas cardiacos Unicamente en una sola
publicacion®®; las variantes survivina-2B y survivina-AEx3 no han sido estudiadas previamente

en estos tumores.

En este trabajo inmunomarcamos 6 casos de MC con CD133 con el objetivo de evaluar si la
expresion puede sugerir origen de células madre progenitoras. Ademas utilizamos survivina y
dos de sus variantes, la survivina-2B y la survivina-AEX3, para valorar su expresion y evaluar si

su expresion pudiera contribuir a aclarar la histogénesis de estos tumores.

MATERIALES Y METODOS

Una revision retrospectiva del material de archivo de nuestra institucién mostré 6 casos de MC
desde enero del afio 2000 hasta mayo de 2012. Los informes de patologia, las laminillas y los
bloques de parafina estuvieron disponibles para los seis casos. Los informes de patologia
mostraron los datos relacionados a edad, sexo, localizacién, tamafio y caracteristicas
macroscopicas de los tumores. Las muestras de tejido se fijaron en formaldehido al 10% y se
colocaron en parafina para su analisis histologico. Todos los cortes fueron tefiidos con

hematoxilina y eosina y las caracteristicas histoldgicas de cada tumor fueron evaluadas.




En los 6 casos se realiz6 inmunomarcacion con CD31, CD34, PGP9.5, S100A6, calretinina,
desmina, citoqueratinas de amplio espectro y Ki-67. Ademas realizamos CD133
(AbFrontier/LF-PA50121/1:500) y anti-survivina (Santacruz Biotech (D-8) / 1:100), asi como
de sus variantes survivina-2B (Santacruz Biotech/ Rabbit polyclonal/ 1:250) y survivina-
AEx3(Santacruz Biotech / Rabbit polyclonal /1:250). Los cortes fueron montados en laminillas
con carga positiva y fueron secadas por 30 min a 37°C. Los cortes fueron desparafinados con
xilol y rehidratados por una serie de alcoholes gradados. Los cortes se incubaron con anticuerpos
policlonales contra CD133, survivina, survivina-2B y survivina-AEx3 con una dilucion de 1:100

por 30 min.

RESULTADOS

Un total de 6 pacientes (hombres y mujeres) fueron evaluados en nuestra institucion durante un
periodo de 11 afios (Tabla 1). La edad promedio de los pacientes fue 61afios, con un rango de 55
a 73 afios y con un predomino de presentacion en mujeres 83.3% (F:M-5:1). Cuatro de los seis
tumores se localizaron en la auricula izquierda (66%) vy el resto en auricula derecha. Todos los
casos fueron esporadicos, solitarios e involucraron sélo a las auriculas. Al momento del estudio

no se han reportado recurrencias.

Macroscopicamente los MC presentaron superficie multilobulada café grisacea o café rojiza,
consistencia blanda de aspecto mixoide y frecuentemente mezclada con areas hemorrégicas. La
longitud promedio de su eje mayor fue de 4.7cm. Microscépicamente los tumores presentaron

células tumorales inmersas en abundante matriz mixoide. En algunas areas las células se




encontraron de forma aislada, en otras formaban cordones celulares y en ocasiones formaron

agregados concéntricos alrededor de espacios pequefios simulando estructuras vasculares (Fig.1-

A). Histoldgicamente se observaron dos tipos de células: 1) las células estelares, alargadas con

nucleos redondos u ovales y citoplasma eosinéfilo y 2) las células poliédricas (también Ilamadas

células lepidicas), que igualmente presentaron nucleo redondo u oval y variable cantidad de

citoplasma eosindfilo.

No. Edad Sexo Localizacién

1 58 afios F Auricula Izquierda
2 73 afios F Auricula lzquierda
3 57 afos M Auricula Derecha
4 64 afios F Auricula Izquierda
5 60 afios F Auricula Derecha
6 55 afios F Auricula lzquierda

Tabla 1. Datos generales de seis casos de mixomas cardiacos.

Todos los tumores presentaron positividad multifocal para los marcadores endoteliales CD31 y

CD34, asi como para los marcadores de diferenciacion neural Pgp9.4, S100a6 y particularmente

intensidad difusa e intensa para la calretinina. La desmina fue negativa, asi como las

citoqueratinas, a excepcion de los componentes glandulares presentes en el caso # 4. El indice

de proliferacién celular, medido con Ki-67, fue muy bajo en todos los casos. Estos resultados se

muestran en la Tabla 2.




Marcador/Caso Caso Caso Caso Caso4 Caso Caso

1 2 3 (Estroma/ 5 6
Glandulas)

Pgp9.5 + + + +/+ ; n
CD34 + + + ++ + +
Desmina - - - -/- - -
Ki-67 1% 2% 1% 2% 1% 2%
Calretinina + + + +/+ + +
CKAE1-3 - - - I+ ] ]
S100a6 + + + +/+ + +
CD31 - + + ++ + +

Tabla 2. Resultados de inmunohistoquimica general.

Hubo positividad en las membranas citoplasmicas de las células tumorales para CD133 en todos
los casos, con intensidad variable (Fig. 1-B). Todos los casos fueron positivos en las células
neoplasicas para alguna de las variantes de survivina, ya sea en nucleo o citoplasma (Fig. 2).
Para el marcador de survivina, 5 de los 6 casos fueron positivos en el citoplasma; para la variante
survivina-AEx3, cuatro casos fueron positivos de manera nuclear y para survivina-2B los seis

casos estudiados fueron positivos en el citoplasma. Estos resultados se muestran en la Tabla 3.
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Figura 2. A) Marcacion citoplasmica para survivina. B) Marcacion citoplasmica para survivina-2B. C) Marcacion
nuclear para survivina-AEXx3.




No. CD133 Survivina Survivina Survivina

AEX3 2B
1 ++ ++ - +++
2 ++ + +n +
3 + +++ - +
4 +++ +++ +n +++
5 ++ ++ ++n +++
6 + - ++n ++

Tabla 3. Resultados de inmunomarcacion para CD133, Survivina, Survivina-AEx3 y Survivina-2B. Abreviaturas:
(n) nuclear, (-) negativo, (+) inmunoreactividad débil, (++) inmunoreactividad moderada, (+++) inmunoreactividad
intensa.

DISCUSION

Desde las primeras descripciones de los MC, se considerd que estos no eran neoplasias
verdaderas sino trombos intracardiacos organizados®!'. Sin embargo, el analisis de expresion
genética, la observacion repetida de una organizacién histologica muy particular, las
anormalidades cromosémicas observadas y el patron de ploidia de ADN !, confirmaron que el
MC es una neoplasia y no una modificacion patoldgica de tejido normal *2. Si bien lo anterior ya
esta establecido, la histogénesis de estos tumores sigue siendo incierta, y esta dificultad deriva
de su naturaleza conflictiva en cuanto a sus manifestaciones inmunohistoquimicas vy

morfoldgicas.

Por inmunohistoquimica, se ha encontrado expresion de diferentes tipos de linajes
inmunofenotipicos, lo que ha sugerido un posible origen epitelial, endotelial, miogénico,

miofibroblastico o neural®. Debido a la expresién de marcadores como PGP 9.5, S100 y




calretinina, varios autores han sugerido que las células de mixoma se originan de tejido nervioso
sensorial endocardico***®. Esta heterogeneidad de resultados en el inmunofenotipo de las células
de mixoma es una de las razones de las hipétesis conflictivas respecto a su histogénesis ® y ha
llevado a suponer que los MC se originan de una célula madre pluripotencial o multipotencial *2,
capaz de crear células con caracteristicas de varios linajes. Estas células neoplésicas podrian ser
células vasoformativas de reserva subendoteliales, o células primitivas que posiblemente
representen restos embrionarios retenidos anormalmente durante eventos de migracion del
desarrollo temprano humano, y que residan en la fosa ovalis y/o en el endocardio cercano®™. En
este sentido, se han informado similitudes morfoldgicas entre las células de los mixomas y las
células de las almohadillas endocardicas del desarrollo embrionario®’. Se ha sugerido que los
pequefios cuerpos de Prichard pudieran ser evidencia de esto®, sin embargo, ha sido demostrado

que estas diminutas proliferaciones de células endoteliales del endocardio muestran diferencias

substanciales inmunofenotipicas con los mixomas™.

Con el avance de las técnicas moleculares se ha encontrado evidencia que apunta hacia un origen
de células madre en los MC y se ha propuesto su origen a partir de una célula progenitora de
cardiomiocitos™. Los resultados de algunos autores sugieren que las células de los MC se
encuentran comprometidas en el espectro de diferenciacion en el punto de multipotencialidad,
correspondiente a la etapa que precede a la diferenciacion de las almohadillas endocérdicas en el
desarrollo embrionario, es decir, la transformacion endotelial-mesenquimal. Esto es avalado por
el hallazgo de la expresion en las células neoplasicas de factores de transcripcién propios de
cardiomiocitos primitivos, como lo son Nkx2.5/Csx y eHAND vy por la expresion de la actina

alfa de musculo liso (a-SMA), propia de cardiomiocitos durante el desarrollo temprano




embrionario en algunas células, apoyado ademas por el hallazgo de la coexpresion de CD34 y a-
SMA en algunas células. Estos hallazgos son compatibles con varias posibilidades: que las
celulas del mixoma deriven de restos embrionarios de las almohadillas endocéardicas, de re-
expresion (“regresion”) del fenotipo cardiomiogénico temprano de células cardiacas adultas bien
diferenciadas, y de manera importante, que deriven de células multipontenciales mesenquimales
presentes en el corazén adulto **3%. Otros autores encontraron un grupo de genes especificos del
cartilago (SoX9, MIA y SPP1), lo que para ellos apoya indirectamente que los MC surgen de
ceélulas pluripontenciales mesenquimales, es decir, que pueden diferenciarse hacia varios

linajes™.

En los ultimos afios, subpoblaciones especificas de células con propiedades tipo célula madre,
Ilamadas células madre del cancer (CMC), han sido identificadas en tumores sélidos de varios

origenes®®?..

Debido a las propiedades intrinsecas de las CMC, como capacidad de
autorenovacion y quimioresistencia aumentada, se cree que puedan representar la principal
fuerza detras del crecimiento tumoral®®®*. Se han identificado poblaciones tumorogénicas de
células de cancer en varios tipos de neoplasia con una variedad de marcadores moleculares’?. El
CD133 o prominina-1, es una glicoproteina transmembranal que fue identificada originalmente
como un antigeno de superficie en células hematopoyéticas CD34+. Su funcion bioldgica no esta
bien comprendida aun, pero se ha utilizado para purificar células madre hematopoyéticas y
progenitoras®>#*%°. Sélo o en combinacion, el marcador CD133 se ha usado para identificar estas
CMC como una subpoblacion tumorogénica en tumores de cerebro, pancreas, colon, prostata,

22,26

ovario, pulmoén y piel, entre otros®. Por ejemplo, la inyeccion de células CD133+ de

carcinomas de ovario en ratones inmunodeprimidos, ha mostrado la capacidad tumorogénica




incrementada en estas células y la recapitulacion del tumor de ovario original®. Se espera que al
identificar y caracterizar estas poblaciones celulares, se conviertan eventualmente en futuros

blancos terapéuticos.

En este estudio hemos observado la presencia de células CD133+ en todos nuestros casos de
MC. Todos los tumores estudiados de nuestra serie mostraron la positividad al CD133, lo que
sugiere que estas células pudieran jugar un papel importante en el inicio y mantenimiento de la
neoplasia, asi como en su patogenia. Nuestros resultados y los informados por otros autores, no
permiten establecer de manera definitiva el origen de los MC, sin embargo, apoyan la teoria
establecida de que surgen de células primitivas endocardicas o células mesenquimales
subendocardicas, con el potencial de expresar fenotipos diversos y sugieren que sean estas
células las que sufran alteraciones genéticas para transformarse en células neoplasicas. En el
futuro, la subpoblacién de células CD133+ pudiera proveer de un blanco para el disefio de
estrategias terapéuticas que se dirijan a la curacion, prevencion y al control de la recurrencia de

estos tumores’.

Por otro lado, la survivina es un miembro de la familia de los inhibidores de la apoptosis,
proteinas que preservan la viabilidad celular actuando como inhibidores enddgenos de las
caspasas 3y 7*°. Se ha estudiado que la supresion de la apoptosis contribuye al desarrollo de las
neoplasias al prolongar anormalmente la vida de las células y facilitar la acumulacion de
anormalidades genéticas. Defectos en los mecanismos apoptéticos también juegan un papel
importante en la resistencia a la quimio y radioterapia. Normalmente la survivina se expresa en el
ciclo celular en la transicién de la fase G2 a la mitosis®’. Es expresada por células no neoplasicas

con tasas altas de proliferacion, como en las células que participan en la embriogénesis.




Notablemente, la survivina se expresa en virtualmente todas las neoplasias humanas y es esta
casi total expresion en el cancer, al tiempo de su relativa ausencia en tejidos normales, lo que la
hace una molécula con gran potencial como blanco terapéutico contra el cancer®®. Ademas de la
inhibicion de la muerte celular normal, se ha observado que la survivina promueve la
proliferacion celular, estimula la angiogénesis, la invasion tumoral y est4 asociada a resistencia a

diversos agentes quimioterapéuticos y a mal pronéstico™.

La molécula de la survivina se localiza en el aparato mitotico y en el centromero de los
cromosomas, Y en las mitocondrias?®’. Esta localizacion en diversos lugares dentro de la célula se
corresponde con multiples funciones. El gen de la survivina puede transcribir diferentes variantes
de ARNm, mismas que codifican a las distintas variantes de survivina, como lo son la 2B y la

AEX3, y que al parecer presentan funciones especificas®®?°. El

significado preciso de la expresion
de survivina, survivina-2B, survivina-AEx3 esta aun por esclarecerse; se ha informado un efecto
inverso en la expresion entre estas dos variantes. La expresion exdgena de survivina-2B,
localizada en las mitocondrias, induce muerte por apoptosis de las células cancerigenas®, lo que
se ha correlacionado con un comportamiento benigno en diversos tumores®. Por otro lado, la

expresion elevada de survivina-AEx3, localizada en el nlcleo™, mostr6 comportamiento mas

agresivo en otro grupo de tumores®

El estudio que aqui presentamos es el segundo que confirma la expresion de survivina en los
MC, y el primero en informar la marcacion de las variantes survivina-2B y survivina-AEx3. La
positividad para esta proteina implica que esta molécula esta presente en las células de los MC y
que puede jugar un papel importante en la inhibicion de las vias de apoptosis en los MC, y por lo

tanto en su patogénesis. Se ha informado que la expresion de survivina aumenta la densidad




microvascular en céncer de colon®. De igual manera, la positividad de esta proteina en los MC
podria ser en parte responsable del nimero elevado de vasos sanguineos observados en estos
tumores, lo que igualmente podria jugar un papel importante en su patogénesis. En nuestro
estudio, la variante 2B present0 positividad méas intensa y en todos los casos, en comparacion
con la menor intensidad y en menor nimero de casos de la variante AEx3; esto pudiera explicar
en parte el comportamiento benigno de estas neoplasias. La identificacion de la survivina en los
MC puede ser util a futuro en el desarrollo de terapias, bajo la premisa de que al suprimir la
funcion de la survivina se incremente la tasa de apoptosis y se evite asi la tumorogénesis.
Estudios ulteriores podrian determinar si los agentes contra la survivina y sus variantes puedan
atenuar la sobrevida de las lineas celulares de los mixomas. La survivina se ha correlacionado
con recurrencia en algunos tipos de cancer y su accion podria estar implicada en la recurrencia de
los MC, que aunque baja en casos esporadicos, puede ser de hasta el 22% en casos familiares. El
desarrollo de terapias especificas a los subtipos de survivina es posible, y dada la expresion de
estas proteinas en los MC, esto ofreceria mas posibilidades de cura a los pacientes con estas

neoplasias.

En resumen, atn cuando las caracteristicas generales de los MC son las de un tumor benigno, las
ocasionales recurrencias, metastasis y los raros informes de transformacion maligna, hacen que
este sea un tumor con relevancia clinica importante. La positivad en nuestra serie para los
marcadores novedosos CD133 y survivina-2B y survivina-AEx3, apuntan hacia una mejor
comprension del origen y la génesis de estos tumores. ES necesario que estos resultados se
intenten replicar en series mas grandes y en estudios prospectivos para evaluar posibles

correlaciones prondsticas y terapéuticas.
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