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| — MARCO TEORICO

Definicion

El rabdomiosarcoma es una neoplasia maligna de tejidos blandos, de alto grado, en donde las células
neoplasicas tienden a la diferenciaciéon miogénica.l! El subtipo embrionario tiene caracteristicas
morfoldgicas e inmunofenotipicas de musculo esquelético embrionario.”? El subtipo alveolar esta
compuesto por una poblacién monomorfica de células redondas y primitivas, con diferenciacién de
musculo esquelético.B!

Epidemiologia

El rabdomiosarcoma representa el tumor de tejidos blandos mds frecuente en nifios, sobre todo
en los menores de 15 afios, correspondiendo a la mitad de los casos en la infancia.»* Se estima
que constituyen el 4.5% de los tumores malignos en la infancia./”! Se ha reportado una incidencia
anual de aproximadamente 4.5 a 6 casos por millén de habitantes cada afio./* En paises asiaticos
(Japdn, India y China) la incidencia reportada es de 2 casos por millén de habitantes.™

En México, se ha reportado una incidencia anual promedio de 2.5 casos por un millén de nifios
sanos, con una relacién masculino-femenino de 2:1. Del total de neoplasias malignas diagnosticadas
en el Instituto Nacional de Pediatria (INP) para el afo 2014, esta neoplasia ocupaba el séptimo
lugar.”

El subtipo mds comun de rabdomiosarcoma es el embrionario, con alrededor del 4% de los casos
ocurriendo en infantes y 1/3 de los casos en menores de 5 afios. Es ligeramente mas frecuente en
el sexo masculino que en el femenino (relacién M:F = 1.5:1).”! El rabdomiosarcoma alveolar
representa el 25% de estos tumores y ocurren en un rango de edad entre los 10 y 25 afios. No hay
diferencia significativa en la incidencia con respecto al sexo.?!

Localizacion

Los sitios mas frecuentes de aparicion de los rabdomiosarcomas son, en orden de frecuencia, los
siguientes: cabeza y cuello (26%), tracto genitourinario (17%), retroperitoneo y pelvis, y
extremidades superiores e inferiores.!

Con respecto a la localizacién en la region de cabeza y cuello, los sitios mas frecuentemente
involucrados son sitios parameningeos en un 20% (oido medio/mastoides, nasofaringe, senos
paranasales, fosa infratemporal y fosa pterigoidea) y la érbita en un 7%.1*® Los que ocurren en
localizacién parameningea se ha descrito que puede ser que surjan directamente en ese sitio o por
extensidn desde otro sitio distinto.[®! El subtipo histolégico mas frecuentemente descrito en regidn
orbitaria es el embrionario.

Los tumores que se localizan en el tracto genitourinario suelen encontrarse mas frecuentemente en
la regidn paratesticular, y son generalmente de subtipos histoldgicos embrionario o de células
fusiformes/esclerosante. La localizacion en vejiga o prostata es mucho menor (5%); sin embargo, en
nifos menores de 10 afios los rabdomiosarcomas embrionarios o botrioides representan los
tumores vesicales mds frecuentes.!



Los rabdomiosarcomas rara vez se presentan en las extremidades en poblacién pediatrica. La
mayoria son de subtipo alveolar (50%), un 26% de subtipo embrionario, y 2% de subtipo
pleomérfico.!”

Presentacion clinica

Dependiendo de la localizaciéon del tumor, asi mismo van a ser las manifestaciones clinicas,
usualmente relacionadas a un efecto de masa, aunque también pueden ser indolentes, esto
principalmente en los de subtipo embrionario.”?! Los rabdomiosarcomas alveolares por el contrario
tienen un rapido crecimiento y son altamente agresivos, y los sintomas también se relacionan con
la localizacién y tamafio del tumor.B!

Con respecto a los tumores de cabeza y cuello, aquellos de localizacidn parameningea pueden
desencadenar una pardlisis de nervios craneales y sintomas meningeos. Especificamente, en
nasofaringe pueden manifestarse como obstruccion de la via aérea, disfagia, epistaxis y alteraciones
en lavoz. En senos paranasales se pueden manifestar con epistaxis, sinusitis o dolor. Y los localizados
en oido medio y mastoides pueden presentarse como otitis media o paralisis del nervio facial.’® Los
tumores orbitarios pueden causar diplopia o proptosis.[?!

Los tumores paraespinales se pueden manifestar con compresion de los nervios espinales. Aquellos
de localizaciéon perirrectal o pélvicos cursan con sintomas obstructivos intestinales.®! Cuando se
localizan en el lumen de la vejiga causan obstruccién uretral y de la uretra prostatica, lo que ocasiona
incontinencia o retencién urinaria.[” En otros sitios del trato genitourinario como el escroto se
presentan como una masa.?!

Clasificacion histoldgica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los rabdomiosarcomas se dividen actualmente en
4 categorias, las cuales son: Embrionario, Alveolar, Fusiforme/esclerosante y Pleomérfico.l” A
continuacién se describiran el alveolar y embrionario, categorias que afectan mas a la poblacidn
pedidtrica.l!®

El Rabdomiosarcoma alveolar estd compuesto por células pequeias y redondas, las cuales tienden
a agruparse a lo largo de septos fibrosos y pierden cohesividad hacia el centro, lo que confiere un
aspecto pseudoalveolar. Los nucleos son redondos, con cromatina gruesa y con uno o dos nucléolos
visibles. El citoplasma que muestran es muy escaso, de aspecto eosinofilico. Algunas células
(mioblastos) pueden ser multinucleadas, pero aquellas con presencia de estriaciones transversas
son infrecuentes.'” Se ha descrito la variante sdlida, que presenta células densamente
compactadas dispuestas en ldminas, sin presencia de septos fibrosos entremezclados.***%

La categoria de Rabdomiosarcoma embrionario incluye el patrén conocido como Botrioides,
ademads del patrdn tipico y el patrén denso.*Y En general, se trata de un tumor moderadamente
celular, con estroma mixoide laxo. También se pueden observar dreas mas densas celularmente,
incluso algunos tumores pueden campos compuestos solamente por células densamente
compactadas.[*? El patrdn tipico de este tumor muestra células con diferente morfologia: redondas,
estrelladas o fusiformes. Los nucleos son pequefios, con cromatina fina, y nucléolos inconspicuos,
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los cuales a veces pueden ser mas prominentes. Usualmente contienen células con abundante
citoplasma eosinofilico, con elongaciones citoplasmaticas (“células en renacuajo”) y estriaciones
transversas (menos de la mitad de los casos).*!

El patrén Botrioides se refiere a los Rabdomiosarcomas embrionarios que presentan una capa de
cambio subyacente a un epitelio de superficie intacto, la cual estd constituida por una capa
condensada de rabdomioblastos.*" El patrén denso de Rabdomiosarcoma embrionario estd
conformado por células que se disponen en ldminas, de aspecto estrellado, con poco citoplasma,
con nucleo central ovoide o angulado, y con presencia de menor diferenciacién rabdomioblastica.!*?

Caracteristicas moleculares

Los RMSA exhiben dos tipos de translocaciones, hasta el momento, exclusivas; entre el cromosoma
2y 13t (2;13) (035;914) y entre el cromosoma 1y 13 t(1;13)(p36;q14), que ocurren en el 80% de
los casos, con una relacién 1:7, respectivamente!*3. Estas alteraciones genéticas conducen a la
fusion de dos familias de factores transcripcionales. La primera, en el cromosoma 1 o 2, que
involucra miembros de la familia de factores transcripcionales, PAX7 y PAX3 (paired box),
respectivamente. Mientras que la segunda clase involucra miembros de la familia de los factores
transcripcionales "forkhead" (FKHR) o FOXO1 (forkhead box O1). Los factores de transcripcion PAX
y FOXO1 poseen un dominio N-terminal de unién con el DNA y un dominio de transactivacion C-
terminal. Los puntos de ruptura para PAXy para FOXO1 ocurren en el intron 7 y 1, respectivamente.
Después de la fusidn, se codifican dos proteinas quiméricas con actividad oncogénica, PAX3/FOX01
y PAX7/FOX01, compuestas por un dominio de unidon al DNA 5°(PAX) y un dominio de
transactivacion 3’ (FOX01)™*3. Un estudio realizado por “The Children’s Oncology Group” (COG), en
los Estados Unidos, mostré que los transcritos de la fusion PAX3/FOXO1 y PAX7/FOX01 se detectan
en el 55y 22% de los RMSA, respectivamente, mientras que el porcentaje restante son negativos
para la fusién*¥, Ademas, este grupo reporto que los RMSA metastdsicos contienen la quimera
PAX3/FOXO1, en comparacion con los PAX7/FOXO1 que tienen un prondstico mucho mas favorable
con porcentaje de supervivencia promedio de cuatro afios de 8% y 75%, respectivamente*®),

PAX3 y PAX7: oncogénesis en RMS

Los mecanismos por los que la proteina quimérica PAX/FOXO1 contribuye en la oncogénesis de los
RMS han sido muy estudiados[*®.. Al parecer, la cantidad y localizacién celular de la proteina son
criticas para su actividad oncogénica. Tanto PAX3/FOXO1 como PAX7/FOXO01 tienen una actividad
transcripcional 100 veces mayor que la forma silvestre PAX3 y PAX71*8], Las proteinas PAX/FOXO1
se expresan, por si mismas, en altos niveles. El aumento en la expresidon de PAX3 es producto del
aumento en la transcripcién, independiente del nimero de copias; mientras que la expresién
elevada de PAX7 se asocia con la amplificacidn del gen***%l. Ademds del aumento en la expresién,
PAX3/FOXO1 es mas estable que PAX3, el cual, rapidamente degradado por protedlisis durante la
diferenciacion del musculo™®. En la célula, estas proteinas quiméricas pueden encontrarse en el
nucleo o en el citoplasma. En condiciones normales, la localizacion de la forma silvestre FOXO1 es
controlada por AKT (serine/threonine kinase). Cuando AKT es estimulada, fosforila a FOXO1,
causando su retencidn en el citoplasma. Sin embargo, en ARMS, la fusién PAX/FOXO1 es resistente



a la actividad de AKT, permaneciendo predominantemente en el ndcleo [20]. Otro medio por el que
la proteina PAX/FOXO1 contribuye en la oncogénesis, es impidiendo la apoptosis de las células
tumorales, mediante la expresion de genes anti-apoptdticos como BCL-XL (B-cell lymphoma)?%2%,

Estudios moleculares recientes han revelado que el RMSA exhibe otras alteraciones moleculares
como la translocacidn t(2;2)(q35;p23) PAX3-NCOA1 con actividad oncogénica similar al PAX3-
FOXO01, sin embargo, en menos proporcién [23], PAX3-INO80D, mutaciones en NRAS, TP53, FGFR4
amplificacion de MYCN?2.,

Rabdomiosarcomas “fusién positivos” y “fusidon negativos”.

En la literatura se propone la clasificacién de los Rabdomiosarcomas alveolares en fusidén positivos
y fusion negativos, respectivamente; tomando en cuenta que la proteina de fusion tiene
implicaciones bioldgicas y clinicas.!”

Se ha descrito que alrededor del 60%-70% de los tumores que son fusién positivos muestran
proteina de fusion PAX3-FOX01, 10-20% muestran proteina de fusion PAX7-FOXO01, y el 20 %
restante corresponden a tumores fusién negativos.*>?3 Aquellos Rabdomiosarcomas alveolares
gue son fusidn negativos se ha visto que tienen caracteristicas moleculares y prondsticas que se
asemejan al Rabdomiosarcoma embrionario.™t! (Ver la seccién Estadificacion y Pronéstico).

Estadificacion y Prondstico

Se ha establecido por el Grupo de Estudio de Rabdomiosarcomas (IRSG por sus siglas en inglés) que
el estatus de la enfermedad en Rabdomiosarcomas puede ser establecido en términos de grupo
clinico. Asi, existen grupos del | al IV, donde se aplican caracteristicas clinicas y/o patoldgicas, y la
presencia o ausencia de metdstasis. (Ver Tabla 1).12%

Tabla 1

| Enfermedad localizada, completamente resecada (ganglios regionales no involucrados).

Confinado a musculo u érgano de origen.

Compromiso contiguo con infiltracion fuera del musculo u érgano de origen, asi como a través de la
fascia.

1] Tumor resecado macroscépicamente con enfermedad residual microscépica.

No hay evidencia de tumor residual macroscdpico; sin evidencia de compromiso de ganglios regionales.
Enfermedad regional, completamente resecada (ganglios regionales involucrados y/o extensién de
tumor hacia drgano adyacente; todo el tumor completamente resecado sin tumor residual
microscoépico.

Enfermedad regional con ganglios comprometidos, macroscdpicamente resecados, pero con evidencia
de tumor residual microscépico.

1] Reseccidén incompleta o biopsia con enfermedad residual macroscopica.

v Enfermedad metastasica a distancia presente (pulmdn, higado, hueso, médula ésea, cerebro, y ganglios
y musculos a distancia.

En general, el Rabdomiosarcoma alveolar tiene un prondstico menos favorable que el
Rabdomiosarcoma embrionario.?”! Asi mismo, desde el punto de vista molecular, dentro de la



categoria alveolar, aquellos que son fusidon negativos, tienen cambios genéticos similares al
Rabdomiosarcoma embrionario (ganancia de cromosomas completos, mutaciones puntuales
recurrentes, pérdida alélica 11p15.5) y tienen un prondstico similar a estos, que en general carecen
de dicha fusion.™

Por otra parte, los tumores de categoria alveolar que son fusion positivos, presentan diferencias en
el pronéstico, ya que la presencia de la proteina de fusion PAX3-FOXO1 es un factor predictivo
independiente de desenlace adverso, mientras que la presencia de la proteina de fusidn PAX7-
FOXO1 conlleva mejor desenlace.!

Diagndstico diferencial

El diagndstico diferencial de los Rabdomiosarcomas alveolares comprende las neoplasias que
morfolégicamente tengan un aspecto de tumores de células redondas y pequeias. Estos incluyen:
Sarcoma de Ewing, Neuroblastoma pobremente diferenciado o indiferenciado, Tumor desmopldsico
de células redondas y pequefias, Sarcoma sinovial monofasico pobremente diferenciado y linfoma.
Se puede utilizar inmunohistoquimica para diferenciar confiablemente de estas entidades. Para
distinguir entre Rabdomiosarcoma alveolar y embrionario, el primero caracteristicamente muestra
una positividad fuerte y difusa para miogenina (mds del 80% de las células tumorales), mientras que
el embrionario muestra una tincién focal.*%

Los Rabdomiosarcomas embrionarios incluyen dentro de su diagndstico diferencial a la variante
Fusiforme/esclerosante; sin embargo, es necesario que este patrdn sea al menos un 80% del tumor
para establecer este diagndstico. Otros diagndsticos diferenciales morfolégicos son: Sarcoma
embrionario indiferenciado del higado y Tumor de Wilms, los cuales pueden distinguirse mediante
inmunohistoquimica. Asi mismo, el Rabdomioma fetal puede confundirse desde el punto de vista
morfoldgico; mas de 15 mitosis en 50 campos de alto aumento, hipercelularidad marcada, atipia
nuclear y la presencia de una “capa de cambio”, ayudan a reconocer que se trata de un
Rabdomiosarcoma. En el tracto genital inferior femenino ocurren los Pdlipos fibroepiteliales
pseudosarcomatosos, que deben distinguirse de los Rabdomiosarcomas botrioides. Esta lesiones no
expresan miogenina y tampoco presentan la “capa de cambio” caracteristica de los
Rabdomiosarcomas botrioides.!

Il - PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El rabdomiosarcoma representa el tumor de tejidos blandos mas frecuente en nifios, sobre todo en
los menores de 15 afios. Se estima que constituyen el 4.5% de los tumores malignos en la infancia.™™*
Se ha reportado una incidencia anual de aproximadamente 4.5 a 6 casos por milldn de habitantes
cada afio.'¥ En paises asiaticos (Japdn, India y China) la incidencia reportada es de 2 casos por millén
de habitantes.!. Las publicaciones a nivel nacional sobre la frecuencia de casos de
rabdomiosarcomas son pocas. Particularmente, en el Instituto Nacional de Pediatria se han
realizado estudios que reportaron en el aio 2014, para rabdomiosarcomas parameningeos un total
de 35 casos en un periodo de estudio de 37 afiosP); y para el afio 2011, 18 casos con localizacién
paratesticular.l?®



A nivel nacional, se encontré un estudio (Eguia-Aguilar, 2010) realizado en el Hospital Infantil de
México Federico Gdmez, en el cual se estudiaron los Rabdomiosarcomas alveolares diagnosticados
en un periodo de 12 afios, para demostrar la presencia de las translocaciones caracteristicas
utilizando tejido embebido en parafina, mediante dos técnicas moleculares (PCR-RT y FISH). Se
reportaron 50% de los casos con presencia de alguna translocacidon y 30% de los casos sin
translocacion. Ademas, se establecieron asociaciones entre los casos con presencia de fusiones y
variables como la edad y el estadio clinico.?® Se ha visto que los casos “fusién positivos” tienen un
comportamiento y prondstico menos favorable que los “fusién negativos”. Ademas, la presencia de
la proteina de fusion PAX3-FOXO1 se considera un factor predictivo independiente de desenlace
adverso, en comparacion a la proteina de fusién PAX7-FOX01.1*%!

No se han realizado otros trabajos que hayan sido publicados relacionados a este tipo de tumores
desde entonces, ni se ha hecho la caracterizacién de las translocaciones presentes en los mismos en
el Instituto Nacional de Pediatria. El desconocimiento del perfil de translocaciones presentes en los
Rabdomiosarcomas diagnosticados, particularmente las que generan las proteinas de fusion PAX7-
FOXO1 y PAX3-FOXO1, limita la correcta clasificacion de estos tumores, lo que repercute
consecuentemente en una imprecision en el prondstico establecido y eventualmente en una
incapacidad para establecer un tratamiento dirigido con las terapias blanco que se estdn
investigando, ademas de la posible e innecesaria exposicion de cierto grupo de pacientes a
tratamientos intensivos.?”?8! Debido a lo anterior, se debe realizar este estudio, ya que la
informacidn obtenida puede tener importancia prondstica y terapéutica.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con lo ya expuesto, mediante este estudio se busca conocer principalmente ¢Cudles son las
translocaciones de los Rabdomiosarcomas alveolares diagnosticados en el Instituto Nacional de
Pediatria?

Il — JUSTIFICACION

El rabdomiosarcoma es el sarcoma mas comun en la poblacion pediatrica, debido a esto continta
siendo prioritario su estudio continuo, para un mejor entendimiento de la entidad, diagndstico y
consecuentemente tratamiento. Actualmente, con los nuevos métodos diagndsticos basados en
biologia molecular, es posible clasificar estas neoplasias segln sus caracteristicas moleculares, lo
cual se ha visto que estd principalmente relacionado al prondstico, ya que aquellos tumores
definidos como “fusién positivos” parecen tener peor prondstico en comparacion a los “fusién
negativos”; y ademas, aquellos denominados “fusidén positivos” pueden tener un subgrupo con
presencia de la proteina de fusion PAX7-FOXO01, que presentan un mejor desenlace, que aquellos
(mas frecuentes) que presentan la proteina de fusion PAX3-FOXO1. Asi mismo, la determinacién del
estatus de fusidn puede ser de ayuda diagndstica en los casos controversiales por histologia. Por
otra parte, hay pocos estudios relacionados a rabdomiosarcomas en la institucion y en el pais.
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Debido a esto es menester realizar el presente estudio, con el objetivo de reclasificar segun las
caracteristicas moleculares, en este caso las translocaciones, la casuistica de rabdomiosarcomas
diagnosticados en el Instituto Nacional de Pediatria. Con la informacién obtenida en este trabajo de
investigacion se generard informacidn util estadistica, ya que seria el primer estudio institucional en
recopilar una casuistica de rabdomiosarcomas alveolares, y asi categorizarlos segun la presencia o
no de las translocaciones a estudiar. Con esto se podran sentar las bases para estudios futuros
prospectivos, principalmente de sobrevida y tratamiento. Este estudio se puede considerar como
pionero en el departamento y el instituto en materia de determinacidon de translocaciones, y
eventualmente los resultados permitiran el desarrollo de otros estudios para el beneficio de los
pacientes con este diagndstico, ya que se podrian hacer las determinaciones de las translocaciones
en el departamento de patologia, con fines asistenciales; asi mismo, se podria realizar de forma mas
precisa la seleccién de aquellos pacientes que mds se beneficien de un tratamiento intensivo. Esta
informacidn se divulgard a nivel institucional, nacional e internacional, con la publicacién en una
revista cientifica.

IV — OBJETIVOS

Objetivo general

Describir las caracteristicas moleculares (translocaciones) de los rabdomiosarcomas alveolares
diagnosticados en el servicio de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria entre los afios 2012-
2022.

Objetivos especificos
1. Conocer la frecuencia y porcentaje de los Rabdomiosarcomas alveolares segln sexo, edad y sitio
anatomico.

2. Describir el inmunofenotipo de los Rabdomiosarcomas alveolares, seglin patron de expresién de
Miogenina, MyoD1, Desmina y Ki67.

3. Identificar el estadio clinico de los pacientes diagnosticados con Rabdomiosarcoma alveolar.

4. Describir los genes de fusidn asociados a los rabdomiosarcomas alveolares mediante PCRy
secuenciacion.

5. Determinar la tasa de supervivencia de los pacientes con diagnéstico de Rabdomiosarcoma
alveolar.

V—MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio
-Tipo de estudio: Observacional, descriptivo, retrospectivo, transversal.

Poblacion: Pacientes de 0-18 afios con Rabdomiosarcoma alveolar.
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-Poblacién objetivo: Pacientes mexicanos con diagndstico histopatolégico de Rabdomiosarcoma
alveolar.

-Poblacién elegible: Pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria entre 2012-2022.

-Espacio: Laboratorio de Patologia Molecular, Departamento de Patologia, Instituto Nacional de
Pediatria.

-Tiempo: Periodo entre 2012 y 2022.

Criterios de seleccion
-Criterios de inclusion:

1. Pacientes con diagndstico histopatoldgico de Rabdomiosarcoma alveolar en el Instituto
Nacional de Pediatria entre los afios 2012-2022.

2. Casos con laminillas y bloques de parafina completos y disponibles en el Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Pediatria.

3. Pacientes con expedientes clinico electrénico disponible.

-Criterios de exclusion:

No se cuenta con criterios de exclusion para la realizacion de este estudio.

- Criterios de eliminacion:

No aplica por ser un estudio de corte transversal.

Variables
Variable Definicién operacional Tipo de Valor
variable
Sexo Condicidén organica, Nominal - Masculino
masculina o femenina - Femenino
consignado en el
expediente clinico y/o
informe histopatoldgico
Edad Cantidad de afios Numérica Menor de 1 afio
cumplidos por el paciente 1-5 afos
6-10 afos
11-15 ainos
16-18 ainos
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Sitio anatdmico Lugar de presentacion Nominal -Cabeza/cuello
primario del tumor -Genitourinario
-Tronco
-Extremidades
-Otro
Estadio clinico Estadio del cancer Numérica I
(cantidad o grado de Il
diseminacion del cancer 11
en el cuerpo) que se basa v
en los resultados de
pruebas que se realizan
antes de la cirugia.
Tasa de Es el porcentaje de Numérica Tasa de supervivencia
supervivencia pacientes que siguen vivos relativa: Porcentaje de
transcurrido un periodo de pacientes vivos en 5
tiempo (5 afios) desde que afnos.
se inicid el tratamiento.
Proporcidn de Anticuerpo contra Numérica Porcentaje de células
Anticuerpo anti- proteina reguladora neopldsicas positivas.
Miogenina transcripcional expresada
en la diferenciacidn
temprana del musculo
esquelético.
Intensidad de Anticuerpo contra Nominal - Expresion nuclear
Anticuerpo anti- proteina reguladora fuerte.
Miogenina transcripcional expresada - Expresion nuclear
en la diferenciacion débil.
temprana del musculo - Negativo.
esquelético.
Proporcion de Porcentaje de Anticuerpo | Numérica Porcentaje de células
Anticuerpo anti- contra proteina reguladora neopldsicas positivas.
MyoD1 transcripcional miogénica
expresada en la
diferenciacidon temprana
del musculo esquelético
Intensidad de Anticuerpo contra Nominal - Expresion nuclear
Anticuerpo anti- proteina reguladora fuerte.
MyoD1 transcripcional miogénica - Expresion nuclear
expresada en la débil.
diferenciacién temprana - Negativo.
del musculo esquelético.
Proporcién de Porcentaje de Anticuerpo | Numérica Porcentaje de células

Anticuerpo anti-
Desmina

anti filamentos
intermedios
citoplasmaticos presentes
en células con
diferenciacidn miogénica.

neopldsicas positivas.
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Intensidad de Anticuerpo anti filamentos | Nominal - Expresion
Anticuerpo anti- intermedios citoplasmadtica fuerte.
Desmina citoplasmaticos presentes - Expresion
en células con citoplasmatica débil.
diferenciacidn miogénica. - Negativo.
Ki67 indice de proliferacién de Numérica - Porcentaje de células
las células neoplasicas neopldsicas positivas.
Status gen de Ausencia o presencia del Nominal -PAX3-FOXO1 positivo
fusion gen de fusion, especifico -PAX7-FOXO1 positivo
para rabdomiosarcoma - No aplica
alveolar, producto de la
translocacion estable de
los cromosomas2y 1301
y 13, respectivamente.

Universo del estudio, seleccién y tamafio de muestra

El universo del estudio comprende los casos de Rabdomiosarcoma alveolar diagnosticados en el
Instituto Nacional de Pediatria entre los afios 2012 al 2022, que consistan en biopsias diagndsticas.
Segun registros de la base de datos del Departamento de Patologia hubo 26 casos en ese periodo
de tiempo. Por lo tanto, en este estudio el universo es de 26 casos. Se utilizara la totalidad del
universo como muestra, por lo que no serd necesario el procedimiento de muestreo.

Procedimiento del estudio

1. Identificacion morfoldgica e inmunohistoquimica de los rabdomiosarcomas alveolares

Se realizard una busqueda en la base de datos del servicio de Patologia desde el 2012 hasta el 2022
(10 afios), utilizando las palabras clave “Rabdomiosarcoma” y “Alveolar”. Se hara una revision de
las laminillas de Hematoxilina-Eosina e inmunohistoquimica correspondientes a las biopsias
diagndsticas (pretratamiento) de cada paciente. Se completara la inmunohistoquimica a aquellos
casos que los requieran. Posteriormente, en base a la laminilla de Hematoxilina-Eosina, se
demarcara un area representativa del tumor y se seleccionara bloque de parafina correspondiente
con tejido para extraccion de ARN.

2. Seleccidn de los bloques de parafina para extraccion de ARN y realizacion de técnica de
PCR

Luego de la seleccidn del bloque de parafina, se realizaran 10 cortes en el microtomo de 5
micras, se depositardn en tubo de 1.5 ml y se procedera a la purificacién del RNA total. El
RNA se purificara utilizando el kit comercial Rneasy FFPE de acuerdo a los establecido por
la casa comercial. De manera general ser agregara 1.4 ml de Xilol, se calentara por 10 min a
502C, se centrifugara a 14 mil revoluciones por 2 minutos, se decantard y se le agregara 1
ml de etanol absoluto, se dara vortex y se centrifugara a 14 mil revoluciones por 2 minutos,
se le agregard 1 ml de etanol absoluto nuevamente, se dara vortex y se centrifugara a 14
mil revoluciones por 2 minutos. Posteriormente, se agregara 240 ul de Buffer PKD se dara
vortex y se centrifugara a 10 mil revoluciones por un minuto. Se agregara 10 ul de
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proteinasa K, se mezclard por pipeteo (10 veces) y se colocard en el termoblock a 562C por
15 min, a continuacién, a 802C por 15 min (se debe mezclar por inversién cada 5 min). Se
dard un spin por 5 segundos. Se recuperard la fase acuosa, se incubard por 3 minutos en
frio. Se centrifugard por 15 min a 13500 rpm, el sobrenadante se transferird a un tubo
nuevo. Posteriormente, se agregard25 ul de buffer Booster mds 10 ul de DNAsa 1, se
mezclard por inversiéon y dar spin. Incubar 15 min a temperatura ambiente y agregar 500 de
buffer RBC y dar vortex. Posteriormente, se fraccionara por la mitad la muestra y se
agregard al tope etanol absoluto y se mezclard por pipeteo e incubar por 10 min en frio.
Transferir 700 ul de la muestra a la columna y centrifugar 15 s. a 10 mil rpm y descartar,
repetir hasta agotar la muestra. Agregar 500 ul de buffer RPE a la columna y centrifugar 10
mil rpm por 15 s. y descartar. Agregar 500 ul de buffer RPE y centrifugar por 2 min a 10 mil
rpm. Transferir la columna a un tubo colector limpio y centrifugar 5 min a maxima velocidad.
Colocar el tubo en un tubo nuevo y agregar 12 ul de agua previamente calentada a 502C en
el centro de la columna, incubar por 1 a Temperatura ambiente y centrifugar a maxima
velocidad por 1 min. Agregar nuevamente 12 ul de agua y centrifugar. Se cuantificara la
muestra en el nanodrop y se almacenara a -702C hasta su uso.

- Sintesis de CDNA

Para la sintesis de cDNA se tratara al RNA con DANasa para esto se agregara 1 ul de buffer
de DNasa, 1 ul de DNasa al RNA en un volumen final de 10 ulL. Se incubara a 372C por 30
min, posteriormente se le agregara 1 ul de EDTA 50 uM vy se incubard a 652C por 10 min.
Posteriormente se realizard una mezcla que contiene 1 ul de buffer de la RT 5 x, dNTPs 10
mM, Random hexameros, Ribolock, Reverd Aid Transcript y el RNA tratado con la DNAsa.
Toda la mezcla se incubard en el termociclador a 252C por 10 min, 422C por 60 min y 709C
por 10 min.

- Reaccion en cadena de la polimerasa

El cDNA sintetizado a partir de las muestras, se evaluara para determinar la expresién del
gen constitutivo RPL4, por PCR en punto final. Para ello se usaron 7.5uL del mix comercial
KAPA 2G Fast HotStar Ready Mix, 10mM de primer forward (5-
CGAATGAGAGCTGGCAAAGGCAAA-3), 10mM del primer reverse (5°-
ACGCCAAGTGCCGTACAATTCATC-'3), 50ng de cDNA y H20 DEPC hasta un volumen final de
15ul. Las muestras que tengan expresion del gen constitutivo se evaluardn para la
expresion de las translocaciones PAX3-FOXO1 y PAX7-FOXO1.

La mezcla de reaccidn se incubara a 95°C por 3min para la pre-desnaturalizacion, seguido
de 38 ciclos de amplificacion: 95°C por 15 segundos, temperatura de alineamiento (Tm) por
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15 segundos y 72°C por 15 segundos. Finalmente, un ciclo de extensién final a 72°C por
5min. Los productos de PCR se evaluaran por electroforesis en geles de agarosa al 2% a
90Volts durante 35min, y seran tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en el
fotodocumentador FUSION FX.

- Purificacion de los productos de PCR

Para la purificacidon se emplearan 15 | de productos de PCR punto final. Se aifadira 50 u |
de isopropanol frio y se centrifugard a 13,300 rpm por 15 minutos. Se decantara el
sobrenadante y se agregara 600 u | de etanol absoluto, se centrifugard a 13,300 rpm por
15 minutos, dejar secar la muestra a 55° C por 10 minutos y 10 minutos a temperatura
ambiente. Se resuspenderd en 15 u | de H20 libre de nucleasas y se cuantificard en
NanoDrop One (Thermo Scientific, USA).

3. Secuenciacion

Se confirmara la translocacion mediante Secuenciacidén Sanger. Para ello, se empleara el
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA). Las reacciones se
prepararan con 20 ng de productos purificados, 3.5 u | de BigDye Terminator Sequencing
Buffer (5X), 1 | de primer (forward o reverse), 0.5 u | de enzima BigDye Terminator, se
llevard a un volumen final de 10 u | con H20 libre de nucleasas. Las reacciones se incubaran
en el termociclador: 25 ciclos a 95°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos y 60°C por 4
minutos.

VI - PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Después de la recolecciéon de la informacidn se creara una base de datos en el programa Microsoft
Excel, en el mismo se tabularan los datos de las variables del estudio segun frecuencia, porcentajes,
tasas y razones para las variables cualitativas. Se presentardn los resultados en graficas y tablas, y
se confeccionara un manuscrito con las mismas, junto con las conclusiones y recomendaciones. Para
las variables cuantitativas se utilizardn medias o medianas y sus respectivas medidas de dispersion,
de acuerdo a su distribucion.

VIl = ASPECTOS ETICOS

Para la realizacidn de este estudio, se acepta cumplir con los principios éticos y morales que deben
regir toda investigacion que involucra sujetos humanos como lo son: Declaracion de Helsinki,
Informe Belmont, Buenas Practicas Clinicas y las normas y criterios éticos establecidos en los cédigos
nacionales de ética y/o leyes vigentes, incluyendo el Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de Investigacién en Salud. También nos comprometemos a respetar la confidencialidad de
los datos obtenidos de los expedientes clinicos y de cualquier otro método de recoleccion de datos,
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y a no divulgar ninguna informacidn que permita identificar a los sujetos en estudio. Se contara con
un sistema récord (libro de cddigo) para registrar el nUmero de biopsia del informe histopatoldgico
con su respectivo cédigo numérico asignado. Se considera un estudio sin riesgo dado que es
retrospectivo basado en la revisién de historias clinicas, laminillas y tejido en bloques de parafina, y
no involucra intervencién directa con sujetos humanos por lo que no se necesita consentimiento
informado.

Se solicitaran permisos y aprobaciones respectivas por el Comité Académico del Instituto Nacional
de Pediatria.

Toda la informacién registrada en el formulario de recoleccién de datos, y tabulada en el programa
Microsoft Excel 2010, serd resguardada en la Jefatura del Departamento de Patologia, por un
periodo minimo de cinco afios.
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VIII = RESULTADOS

Se obtuvo un total de 26 informes histopatoldgicos correspondientes al diagndstico de
Rabdomiosarcoma alveolar, tras la busqueda en la base de datos. Se aplicaron criterios de inclusidn,
guedando una poblacidn de n = 18 casos para analizar.

La mayoria de la poblacién estaba compuesta por pacientes del sexo masculino (n=10, 56%). El rango
de edad se distribuyé desde menores de 1 afio (4 meses) hasta los 14 afios, con un promedio de 6
afios (Tabla 1y Gréfica 1).

Frecuencia

TABLA 1: FRECUENCIA DE RABDOMIOSARCOMAS

ALVEOLARES SEGUN SEXO
SEXO FRECUENCIA (n) PORCENTAIJE
MASCULINO 10 56%
FEMENINO 8 44%
TOTAL 18 100%

Fuente: Base de datos. Servicio de Patologia. INP. México, 2012-2022.

GRAFICA 1: FRECUENCIA DE LOS RABDOMIOSARCOMAS
ALVEOLARES SEGUN RANGO DE EDAD

MENORA 1 1-5 6-10 11-15 16-18
Rango de edad

Fuente: Base de datos. Servicio de Patologia. INP. México, 2012-2022.

El sitio anatémico mas frecuente de localizacién fue en cabeza y cuello (n=9, 50%), seguido de las
extremidades (n=4, 22%), tronco (n=2, 11%), retroperitoneo (n=2, 11%) y genitourinario
(localizacién paratesticular) (n=1, 6%). Los casos con localizacion en cabeza y cuello estaban
representados mayoritariamente por biopsias de tumores orbitarios (n=4, 44%%), otros 4 de
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localizacion parameningea (44%), involucrando fosa nasal, antro maxilar, seno etmoidal y seno
maxilar, y fosa pterigopalatina, respectivamente; el caso restante correspondié a biopsia de
masetero (n=1, 11%) (Grafica 2).

GRAFICA 2: LOCALIZACION DE LOS RABDOMIOSARCOMAS
ALVEOLARES

2;11%

1;, 6%

9; 50%
4;22% l

2;11%

m CABEZAY CUELLO = TRONCO = EXTREMIDADES GENITOURINARIO = OTRO

Fuente: Base de datos. Servicio de Patologia. INP. México, 2012-2022.

La mayoria de los pacientes se encontraba en estadio clinico IV (n=12, 67%), seguido de estadio
clinico Il (n=6, 33%) (Grafica 3).

GRAFICO 3: ESTADIO CLINICO DE LOS PACIENTE
DIAGNOSTICADOS CON RABDOMIOSARCOMA ALVEOLAR
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Frecuencia
[e)]

Estadio clinico

Fuente: Base de datos. Servicio de Patologia. INP. México, 2012-2022.
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De los casos analizados, 12 (67%) de ellos contaban con material genético de ARN viable. De estos
casos, 6 (50%), mostraron amplificacion para la translocacién PAX-FOXO1. El resultado del método
de secuenciacion Sanger para 5 de estos casos determind la presencia de la fusién PAX3-FOXO1
(n=5, 42%), ver Tabla 2 y Figura 1. Un caso no pudo ser secuenciado (resultado indefinido) hasta el
momento de la terminacion del estudio.

Tabla 2: RESULTADOS DE BUSQUEDA DE TRANSLOCACION PAX-FOXO1 MEDIANTE PCR Y ESTATUS
DE GEN DE FUSION

AMPLIFICACION AMPLIFICACION DE .
CASO GEN RPL4 TRANSLOCACION ESTATUS DE GEN DE FUSION
1 No No No aplica
2 Si No No aplica
3 Si No No aplica
4 Si No No aplica
5 No No No aplica
6 Si No No aplica
7 Si Si PAX3-FOXOL1 positivo
8 Si Si PAX3-FOXOL1 positivo
9 Si No No aplica
10 No No No aplica
11 No No No aplica
12 No No No aplica
13 No No No aplica
14 Si No No aplica
15 Si Si PAX3-FOXO1 positivo
16 Si Si PAX3-FOXO1 positivo
17 Si Si Indefinido
18 Si Si PAX3-FOXO1 positivo
FKHR
PAX3
6 ! G G ¢ Lt T C T € C c G G

Figura 1: Secuencia representativa de los resultados de la fusion PAX3/FOXO1.
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Con respecto al inmunofenotipo expresado, la mayoria de los casos mostrd una positividad fuerte
citoplasmatica para anticuerpo anti-Desmina (n=17, 94%), positividad fuerte nuclear para
miogenina (n= 16, 89%) y positividad nuclear débil para MyoD1 (n=16, 89%); Tabla 3. Con respecto
al anticuerpo anti-MyoD1, un caso no pudo analizarse ya que se agotd el tejido en los bloques de
parafina disponibles.

TABLA 3: INMUNOFENOTIPO DE LOS RABDOMIOSARCOMAS ALVEOLARES DIAGNOSTICADOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

CASO DESMINA PROPORCION MIOGENINA PROPORCION MYOD1 PROPORCION
1 CITOPLASMICO FUERTE 98% NUCLEAR FUERTE 100% NUCLEAR DEBIL 95%
2 CITOPLASMICO FUERTE 30% NUCLEAR FUERTE 70% NUCLEAR FUERTE 90%
3 CITOPLASMICO FUERTE 40% NUCLEAR FUERTE 50% NUCLEAR DEBIL 80%
4 CITOPLASMICO FUERTE 40% NUCLEAR FUERTE 98% NUCLEAR DEBIL 40%
5 CITOPLASMICO FUERTE 98% NUCLEAR DEBIL 50% NUCLEAR DEBIL 98%
6 CITOPLASMICO FUERTE 80% NUCLEAR FUERTE 90% NUCLEAR DEBIL 30%
7 CITOPLASMICO FUERTE 40% NUCLEAR FUERTE 98% NUCLEAR DEBIL 40%
8 CITOPLASMICO FUERTE 80% NUCLEAR FUERTE 90% NUCLEAR DEBIL 20%
9 CITOPLASMICO FUERTE 90% NUCLEAR FUERTE 20% NUCLEAR DEBIL 50%
10 CITOPLASMICO DEBIL 80% NUCLEAR FUERTE 70% NUCLEAR DEBIL 1%
11 CITOPLASMICO FUERTE 95% NUCLEAR FUERTE 90% - -
12 CITOPLASMICO FUERTE 80% NUCLEAR FUERTE 90% NUCLEAR DEBIL 95%
13 CITOPLASMICO FUERTE 100% NUCLEAR FUERTE 20% NUCLEAR DEBIL 2%
14 CITOPLASMICO FUERTE 100% NUCLEAR FUERTE 98% NUCLEAR DEBIL 50%
15 CITOPLASMICO FUERTE 100% NUCLEAR FUERTE 80% NUCLEAR DEBIL 98%
16 CITOPLASMICO FUERTE 50% NUCLEAR DEBIL 70% NUCLEAR DEBIL 5%
17 CITOPLASMATICO FUERTE 50% NUCLEAR FUERTE 90% NUCLEAR DEBIL 70%
18 CITOPLASMATICO FUERTE 100% NUCLEAR FUERTE 80% NUCLEAR DEBIL 10%

KI67
80%
97%
80%
90%
30%
95%
60%
70%
70%
95%
90%
50%
40%
98%
100%
50%
98%
100%

El indice de proliferacién calculado con Ki67 para la mayoria de los casos fue alto, 16 casos (89%)
con un indice igual o mayor al 50%, y el resto con 30% y 40%, respectivamente.

Se calculd el tiempo de sobrevida de los pacientes (Gréfica 4); hubo 6 pacientes que fallecieron
durante el periodo de estudio, con tiempos de sobrevida minimo de 83 dias y maximo de 1139 dias.
El resto de los pacientes estaban vivos hasta la Ultima consulta registrada en el expediente en el
tiempo de estudio; el caso con menos tiempo de sobrevida (censurada) tuvo al menos 10 dias de
sobrevida y el mayor con hasta al menos 3806 dias (127 meses). La tasa de sobrevida calculada fue
de 70%.
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Grafica 4: Tiempo de sobrevida
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IX - DISCUSION

En este estudio se encontrd un total de 26 casos en un periodo de 10 afios de estudio, cifra similar
a los 30 casos reportados en el estudio de Eguia-Aguilar?®!, en un periodo de tiempo igual. Asi mismo
en este Ultimo estudio se encontrd una ligera mayor proporcion de pacientes de sexo masculino (17
casos, 57%), que de sexo femenino (13 casos, 43%), con una relacion de 1.3:1; hallazgos similares a
nuestros datos, en los cuales hubo mayor cantidad de pacientes de sexo masculino (10 casos, 56%)
en comparacion al sexo femenino (8 casos, 44%), con una relacidon de 1.25:1. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicé que no hay diferencia significativa en la incidencia de esta
neoplasia con respecto al sexo.?

Con respecto a la edad, en nuestro estudio hubo mayor cantidad de pacientes en el rango de edad
de 1-5 afios y menores de 1 afio (total de 9 casos, 50%), teniendo el resto de los pacientes 6 o mds
anos de edad, y un promedio total de 6.4 aifos. La mitad restante de los casos correspondieron a
pacientes con edad igual o mayor a 6 afios. Esto es similar a lo encontrado por Eguia-Aguilar, et al'®*;
donde hubo 16 casos (56%) con 6 afios 0 menos y el resto tenian 7 afios 0 mas, ademas con un
promedio de edad ponderada calculada de 7.3 afios. En la literatura internacional, segin la OMS, el
rango de edad en la que se presenta el Rabdomiosarcoma alveolar es en nifios mayores (10 hasta
25 afios).

Con respecto a la localizacién de los Rabdomiosarcomas alveolares estudiados, el sitio mas
frecuente fue cabeza y cuello (9 casos, 50%), seguido por las extremidades (4 casos, 22%); lo cual es
congruente con los reportado por Eguia-Aguilar et al, quienes encontraron un total de 12 casos
(40%) en cabeza y cuello, seguido por 9 casos en extremidades (30%)!?3. Ademas, en general, los
rabdomiosarcomas en general se localizan mayoritariamente en cabeza y cuello en un 26%.1%

Por otra parte, el estadio clinico de los pacientes en este estudio, al momento del diagndstico eran
estadios avanzados. En mayor porcentaje se encontré estadio IV (12 casos, 71%), seguido por
estadio Il (6 casos, 33%); lo cual coincide con los reportado en el estudio de Eguia-Aguilar et al,
donde la mayor parte de los pacientes se encontraba en estadios Il y IV (24 casos, 80%), estando el
resto en estadios | y Il.

El estudio molecular de los casos de Rabdomiosarcoma alveolar analizados, mostré 5 casos (28%)
con gen de fusién PAX3-FOXO1, ningun caso con fusion PAX7-FOXO01, y 6 casos (33%) con ninguno
de los dos genes de fusidn (fusién negativos). Estos resultados son congruentes con lo publicado por
Eguia-Aguilar et al, quienes encontraron que la mayoria de los casos fusién positivos mostraban la
presencia del gen de fusién PAX3-FOXO1 (15 casos, 50%). Asi miso, hubo un porcentaje de casos
reportados como fusién negativos (9 casos, 30%), similar a nuestro estudio; y un grupo de casos no
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evaluables (5 casos, 17%), mientras que en nuestro trabajo fueron 6 casos (33%), los cuales no
contaban con material de ARN adecuado para analisis.

Con respecto al inmunofenotipo expresado por las neoplasias en este estudio, todos los casos
expresaron anticuerpos de diferenciacién miogénica (Desmina, Miogenina y MyoD1). La mayoria
fueron positivos para Desmina, con expresion citopldsmica fuerte (17 de 18 casos), con una
proporcién mayor al 50% en la mayoria. Asi mismo, la expresién nuclear de Miogenina y MyoD1, es
congruente con lo reportado en la literatura.?®! Se obtuvo una positividad para Miogenina en todos
los casos de nuestro estudio, con 12 casos (67%) con una proporcién de células neoplasicas positivas
mayor al 75%. Esto semejante a lo reportado por Kumar et al.,, donde se estudiaron 68
Rabdomiosarcomas y todos fueron positivos para este anticuerpo, en mas del 75% de las células
neoplasicas.* Ademas, en nuestro estudio, los casos con menor porcentaje de células neoplasicas
positivas (6 casos, uno de ellos con 30% de células neoplasicas positivas), no fue inferior al 25% de
células neoplasicas, que fue lo reportado por Kumar et al, correspondiendo a casos de
Rabdomiosarcoma embrionario, lo que podria sugerir que no necesariamente en nuestro estudio
estos casos corresponden a este Ultimo subtipo (embrionario). Respecto al MyoD1, nuestros
resultados son similares a los hallazgos de Cessna et al, donde todos los casos de Rabdomiosarcoma
fueron positivos a este anticuerpo.®) Ademas, en ese estudio se reporta la presencia de tincion de
fondo que dificultd la interpretacion del mismo. En nuestro estudio existié la dificultad técnica de
expresion nuclear débil en la mayoria de los casos (16 casos), y también existié la presencia de
tincion de fondo. Por otra parte, la mayoria de los casos mostraron un indice de proliferacién (Ki67)
elevado, igual o mayor al 50%, lo cual es esperado en este tipo de neoplasias que por su naturaleza
conllevan peor prondstico en comparacion al subtipo embrionario.

Por ultimo, la tasa de sobrevida calculada fue de 70%. Este resultado es congruente a lo reportado
en la literatura internacional™, donde la sobrevida global a 5 afios de los Rabdomiosarcomas es del
70%. Este hallazgo es inferior a lo a lo publicado por Hibbits, et al., con una sobrevida global de 79%,
con un 42% para grupo clinico IV y 84% para grupo clinico |, Il y 111.52

X — CONCLUSIONES

En 10 afios de estudio se encontraron 26 casos con biopsias diagndsticas de Rabdomiosarcoma
alveolar. Los casos que pudieron analizarse mediante PCR y que amplificaron el gen de fusion PAX-
FOXO1 fueron 6, y todos los que se pudieron secuenciar mostraron la translocacion mas frecuente
(PAX3-FOX01).
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