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Resumen

Los rabdomiosarcomas son neoplasias malignas que se derivan de células mesenquimales
primitivas dirigidas hacia miogénesis. Es el sarcoma de tejidos blandos mas comun durante la
infancia. Un 40% se localizan en region de cabeza y cuello. Los patrones histolégicos suelen
ser variados. En la confirmacion diagndstica se evalia la expresion de marcadores como

MyoD1 y miogenina.

Objetivo: Identificar caracteristicas histomorfolégicas e inmunohistoquimicas en muestras de

rabdomiosarcomas de poblacién pediatrica.

Metodologia: Muestra de diez tejidos. Andlisis microscopico para identificar caracteristicas
histomorfolégicas para diagnostico y clasificacion. Inmunohistoquimica con los anticuerpos

MyoD1 y miogenina. Calculo del porcentaje de inmunoreactividad para cada caso.

Resultados: Se identificaron 6 rabdomiosarcomas embrionarios y 4 alveolares. Se observaron
7 casos positivos para MyoD1, y 4 positivos para Myog. En el analisis estadistico la prueba Chi-
cuadrada mostro que la positividad para MyoD1 y Myog es independiente del tipo histolégico.
La prueba U de Mann-Whitney mostré que no hay asociaciéon entre el tipo histolégico y el grado
de positividad para MyoD1 o Myog. El andlisis de varianza mostré que no es posible asegurar
gue exista diferencia en el grado de inmunopositividad para MyoD1 y Myog dependiendo del

tipo de rabdomiosarcoma.

Conclusiones: Una consideracion esencial es la evaluacion de caracteristicas
histomorfoldégicas. Ademas del empleo de anticuerpos especificos. En los casos incluidos se

identificaron las caracteristicas histoldégicas, mas no fue posible establecer una relacién entre el



tipo de rabdomiosarcoma y la expresion de los marcadores empleados. Resulta necesario
continuar investigando estas neoplasias, aunque de incidencia baja, representan un reto

diagndstico y terapéutico.

Summary

Rhabdomyosarcomas are malignant neoplasms derived from primitive mesenchymal cells
directed towards myogenesis. It is the most common soft tissue sarcoma during childhood.
About 40% are located in the head and neck region. Histologic patterns are usually varied. In
the diagnostic confirmation, the expression of markers such as MyoD1 and myogenin is
evaluated.

Objective: To identify histomorphologic and immunohistochemical features in
rhabdomyosarcoma samples from pediatric population.

Methodology: Sample of ten tissues. Microscopic analysis to identify histomorphologic features
for diagnosis and classification. Immunohistochemistry with MyoD1 and myogenin antibodies.
Calculation of the percentage of immunoreactivity for each case.

Results: 6 embryonal and 4 alveolar rhabdomyosarcomas were identified. 7 cases were positive
for MyoD1 and 4 positive for Myog. In the statistical analysis the Chi-square test showed that
positivity for MyoD1 and Myog is independent of histological type. The Mann-Whitney U test
showed that there is no association between histologic type and the degree of positivity for
MyoD1 or Myog. Analysis of variance showed that it is not possible to ensure that there is a
difference in the degree of immunopositivity for MyoD1 and Myog depending on the type of

rhabdomyosarcoma.



Conclusions: The evaluation of histomorphologic features is an essential consideration. In
addition to the use of specific antibodies. Histological characteristics were identified in the
included cases, but it was not possible to establish a relationship between the type of
rhabdomyosarcoma and the expression of the marked used. It is necessary to continue
researching these neoplasms, although of low incidence, they represent a diagnostic and

therapeutic challenge.



Introduccién

El rabdomiosarcoma (RMS) es el sarcoma de tejidos blandos mas comun durante la infancia.
En la poblacion pediatrica se reportan en promedio 4.5 casos por cada millon de nifios,
anualmente. Se presenta de manera ligeramente mas comun en varones, con una relacion
nifio/nifa de 1.4:1. Aproximadamente 50% de casos son diagnosticados en la primera década
de la vida. (1)De acuerdo a la guia de practica clinica de la Secretaria de Salud “Diagnéstico y
Tratamiento de Sarcomas de Partes Blandas (Rabdomiosarcoma) en el Paciente Pediatrico”,
se ha encontrado que los sarcomas de tejidos blandos representan el 5.5% de las neoplasias
en poblacion pediatrica mexicana.

Los RMS se derivan de células mesenquimales primitivas dirigidas hacia miogénesis, y pueden
aparecer en una variedad de sitios anatomicos del cuerpo. (2) Aproximadamente 40% de los
rabdomiosarcomas tienen una localizacion en la region de la cabeza y el cuello, 20% en region

genitourinaria, 20% en extremidades y el 20% restante en otros sitios. (3)

MARCO TEORICO
l. Clasificacion
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los rabdomiosarcomas pueden
clasificarse histologicamente de la siguiente manera:
Rabdomiosarcoma embrionario, con sus variantes botrioide y anaplasico; rabdomiosarcoma
alveolar con el subtipo sélido; rabdomiosarcoma pleomorfico y rabdomiosarcoma de células
fusiformes/esclerosante. (4)(5)
Por definicion, segun la OMS, el rabdomiosarcoma embrionario es aquel tumor maligno de tejido

blando que semeja las caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas de musculo esquelético



embrionario. Por otra parte, define al rabdomiosarcoma alveolar como una neoplasia maligna
compuesta de una poblacion monomoérfica de células redondas primitivas que muestran
diferenciacion a musculo esquelético. (5) Dentro de la cuarta edicion de la clasificacion de
tumores de tejidos blandos y 6seos de la OMS, publicada en febrero de 2013, se incluyeron
cambios en la clasificacion del grupo de los tumores de muasculo esquelético; enlistando al
rabdomiosarcoma esclerosante/de células fusiformes como una categoria separada.
Previamente, en la edicion del afio 2002, esta se consideraba una variante del
rabdomiosarcoma embrionario. (6) Para mayo de 2020 se publicé la quinta, y mas reciente
edicion de la clasificacion de tumores de tejidos blandos y 6seos, de la Organizacién Mundial
de la Salud, cuyas modificaciones se mencionan a continuacion: al tipo histologico de
rabdomiosarcoma de células fusiformes/esclerosante, se lo describe con tres subgrupos debido
a caracteristicas clinicopatolégicas y moleculares; enlistados en seguida: aquellos con
mutaciones en MYOD1; tumores con fusiones de genes en VGLL2, NCOA2 o CITED2, que
usualmente se manifiestan en pacientes pediatricos; y en tercer lugar, los tumores que no

presentan alguna de estas alteraciones. (7)
ll. Caracteristicas clinicas e imagenoldgicas

El cuadro clinico depende del sitio inicial de presentacion. En concordancia con la diversidad
de origenes anatoémicos, puede existir una variedad de sintomas clinicos; generalmente
relacionados con la presencia de una masa que puede acompafiarse o tener como resultado
datos de obstruccion, compresiény dolor. Luego entonces, las tumoraciones de las regiones de
la cabeza y el cuello pueden provocar proptosis, diplopia, sinusitis, cefalea, entre otras. En el

area genitourinaria suele presentarse retencidon urinaria, hematuria y constipacion. En las



extremidades, con aumento de volumen de la region afectada, en ocasiones cambios en la piel
y dolor. Los RMS tienen caracteristicas macroscopicas distintas; generalmente se presentan
como masas infiltrativas poco circunscritas, blancas, blandas o firmes. Los tumores en su
mayoria miden mas de 5 cm al momento del diagnéstico. Aproximadamente del 15 al 25% de
los casos al diagnostico presentan enfermedad metastasica. Los sitios mas frecuentes de

metastasis son pulmones, médula ésea, ganglios y hueso. (8)

Los estudios de imagen permiten identificar la localizacién y tamafio del tumor; extension,
limites anatomicos y estructuras afectadas. Pueden emplearse radiografias simples del tumor
primario y térax, donde existe generalmente una zona radiollcida en la extension en tejidos
blandos y observarse erosion 0sea de estar presente. La segunda mencionada con el fin de
detectar enfermedad a distancisa. Tomografia computarizada del tumor primario, provee datos
del tamafio y la extensién. Las masas suelen presentarse como imagenes hipodensas o
isodensas, cuyos bordes generalmente no son definidos. En imagenes por resonancia
magnética son en su mayoria isointensas en T1W; en T2W hiperintensidad con homogeneidad

muy variable. (9)

lll. Asociaciones clinicas

En su mayoria los RMS se consideran de aparicién esporadica o de novo, sin embargo existen
condiciones genéticas bien identificadas que han sido asociadas con RMS, dentro de ellas se
encuentran los sindromes de Li-Fraumeni, Beckwith-Wiedeman, Noonan, Costello y Ila

neurofibromatosis tipo I. (10)

Actualmente, se considera que los pacientes con RMS logran tener una supervivencia a cinco

afios de mas de 70% después del diagndstico, lo cual en parte se ha logrado al pasar de las
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décadas con la creacion de grupos de estudio, como lo es el Intergroup Rhabdomyosarcoma
Study (IRS); que han aportado la identificacién de factores prondstico y esquemas terapéuticos
de acuerdo al grupo clinico, ya que se identifico la presencia de heterogeneidad en la biologia
y la clinica de los tumores; existiendo variaciones en el sitio primario, en la histologia y la

extension de la enfermedad al momento del diagndstico. (11)(12)

Los rabdomiosarcomas son estadificados de manera pre-operatoria y se los agrupa en el pos-

operatorio, segun el IRS y reportado por la Asociacion Americana de Cirugia Pediatrica (APSA),

las etapas o estadios se enuncian en seguida: (13)

Tabla 1. Clasificacion de los rabdomiosarcomas por etapa preoperatorio.
ETAPA (PREOPERATORIO)
| Orbita Cualquier tamafio, nédulos
Cabeza y cuello (no parameningeo)
Genitourinario (no vejiga/prostata)
Tracto biliar
Il Vejiga/Préstata <5cm, nédulos negativos
Extremidades
Tronco parameningeo, retroperitoneo
[l Mismas que en el i >5cm y/o nédulos positivos

IV Todas las localizaciones Metastasis

Tabla 2. Clasificacion de los rabdomiosarcomas por grupo intraoperatorio.
GRUPO (INTRAOPERATORIO)

| Enfermedad localizada, completamente resecada Il Enfermedad macroscopica residual
a Limitado al masculo de origen a Unicamente biopsia
b Involucramiento contiguo b Reseccion densa/macroscopica
(>50%)

11



Il Reseccion densa total IV Metéstasis
a Enfermedad microscopica residual, nédulos(-)
b Sin enfermedad microscépica residual,

nodulos(+)

¢ Enfermedad microscoépica residual, nédulos(+)

Dentro de la estadificacion es importante el uso del sistema TNM (Tumor, Nodulos, Metastasis),
gue complementa al agrupamiento clinico, puesto que son utilizados con el fin de evaluar el

pronostico y seleccion terapéutica. (14)

Tabla 3. Clasificacion TNM (Tumor, Nédulos, Metastasis)
TUMOR
1 Confinado al sitio anatdmico de origen
a <5cm de diametro
b =5cm de diametro
2 Extension y/o fijado atejido circundante
a <5cm de diametro
b 25cm de diametro
NODULOS REGIONALES
NO Nodulos regionales clinicamente no involucrados
N1 Nodulos regionales clinicamente involucrados
Nx Estatus clinico desconocido de los nédulos regionales (especialmente sitios que
imposibilitan la evaluacion de los nédulos linfaticos).
METASTASIS
MO Sin metastasis

M1 Metastasis presente

La estadificacién pronéstico de RMS clasifica a los pacientes basado en los sistemas

mencionados con anterioridad, en bajo, intermedio o alto riesgo. La estadificacion de riesgo se
12



basa en el grupo clinico, sitio, tamafio, histologia, metastasis y estatus de los nddulos linfaticos.
(14) Con base en los hallazgos de Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS) IV, los grupos
de riesgo han sido establecidos para tratamiento en el IRS-V. El estudio IRS-V combina grupo,
estadio y subtipo histoldgico para colocar a los pacientes en tres diferentes protocolos

terapéuticos internacionales de acuerdo al riesgo de recurrencia. (15)

Tabla 4. Clasificacién de los rabdomiosarcomas por grupo de riesgo

GRUPO DE RIESGO

Riesgo bajo Etapa 1: grupos clinicos 'y Il y NO. Sitios favorables
Etapa 2: grupo clinico lll, NOy Nx. Sdlo orbita
Etapa 2: grupo clinico I, NO y Nx. Todos los otros sitios (desfavorables),
tumor <5cm en su diametro mas amplio.

Riesgo intermedio  Etapa 1: grupo clinico Il y N1. Todos los sitios favorables
Etapa 1: grupo clinico lll, NO, Nx y N1. Todos los sitios favorables
excepto orbita
Etapa 2: grupos clinicos Il y lll, NO, Nx o N1. Todos los otros sitios
Estadio 3: grupos clinicos Il y lll, NO, Nx o N1. Todos los otros sitios

Riesgo alto Etapa 4: grupo clinico IV, NO, Nx o N1. Cualquier sitio con metastasis,
incluyendo células tumorales en liquidos cefalorraquideo; pleural o

peritoneal

IV. Aspectos histopatolégicos

Los patrones histologicos y las caracteristicas celulares en los rabdomiosarcomas pueden variar
desde una neoplasia de células pequefias, redondas y azules, por su aspecto primitivo o
embrionario, con nicleos azules con escaso citoplasma con la tincion hematoxilina-eosina; que
les hace carecer de marcadores morfolégicos para su identificacion especifica, lo que conduce
a recurrir a métodos como el inmunofenotipo y el andlisis genético para su determinacion, hasta

13



lesiones con caracteristicas celulares avanzadas que evocan al rabdomioma. (16) La histologia
en el RMS, muestra elementos celulares que se relacionan a las estructuras que semejan
células del desarrollo del musculo estriado. Los rabdomioblastos con diverso nivel de atipia son
las células clave para el diagnostico. (4) Los dos principales tipos histolégicos de RMS son el
alveolar y el embrionario, que difieren en prevalencia, localizacion, caracteristicas clinicas y
desenlace. EI RMS embrionario representa aproximadamente el 70% de todos los
rabdomiosarcomas en nifios, usualmente entre los O y 4 afios de edad. Se presenta con
frecuencia en tracto genitourinario y regiones de cabezay cuello. (10) Contiene grados variables
de rabdomiogénesis, de células redondas, pequefias indiferenciadas, hasta células estriadas o
rabdomioblastos totalmente diferenciados. El rabdomiosarcoma alveolar suma cerca del 30%
de los RMS en la infancia. Comunmente involucrado en adolescentes, con frecuente aparicion
en tejidos profundos de las extremidades. Histoldgicamente con un patrén alveolar que esta

dividido por septos fibrosos delgados. (17)

V. Diagnéstico Inmunohistoquimico

La identificacion histolégica de los rabdomiosarcomas en ocasiones es compleja, dado que
suelen encontrarse similitudes entre esta entidad y otros tumores de células redondas y azules
presentes en la infancia, como linfoma, osteosarcoma de células pequefias, condrosarcoma
mesenquimal y sarcoma de Ewing. Con el fin de confirmar el resultado, la inmunohistoquimica
resulta sumamente Util para establecer el diagnéstico certero. Los rabdomiosarcomas son

usualmente positivos para miogenina, desmina, actina sarcomerica y mioglobina. (14)

La clasificacion de los tumores Unicamente basada en el reporte histolégico en su mayoria es

ambigua, por lo que se recurre a la inmunohistoquimica; ampliamente aceptada como una

14



herramienta estandar para el diagnéstico de tumores. En el caso de los RMS, varios marcadores
inmunohistoquimicos permiten la discriminacién de los otros tumores de células pequefas,
redondas y azules; incluyendo la desmina, miogenina y MyoD1. Sin embargo, con el fin de
obtener una clasificacion de los subgrupos de rabdomiosarcoma no siempre son tan definidos
los marcadores proteicos inmunohistoquimicos. Se ha propuesto como marcador de subgrupos
a la miogenina que ha mostrado asociacion con RMS alveolar por su marcada positividad.
Ademas, debido a la expresion baja o incluso ausente de miogenina en el RMS embrionario, se
hace uso de la desmina en el diagndstico de rutina de rabdomiosarcoma. La mayoria de los
RMS alveolares manifiestan una translocacion tipica entre PAX3 o PAX7/FOXO1; misma que
juega un papel importante en el comportamiento tumoral y estadificacion del riesgo. Dentro del
diagnéstico inmunohistoquimico se ha encontrado que una combinacién entre una fuerte
expresion de miogenina y AP2[B estaria relacionado con RMS positivo para translocacion;
mientras que una fuerte expresion inmunohistoquimica de HMGAZ2 y fibrilina-2 se encuentra con

mas frecuencia asociado a RMS negativo para translocacion. (18)
Reguladores miogénicos

En la confirmacion del diagnéstico de los RMS se emplean inmunomarcadores, donde se
considera la expresion de marcadores de musculo esquelético, tales como los factores de
transcripcion MyoD y miogenina, asi como proteinas estructurales, dentro de las que se

encuentran la desmina, la actina y miosina. (19)

Dentro de la heterogeneidad en las células que conforman los RMS se encuentran distintos

grados de diferenciacion celular. De manera que es sobresaliente reconocer los mecanismos
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involucrados en la falta de capacidad de diferenciacion terminal de las células que forman parte

de estos sarcomas.

Uno de los factores involucrados en la diferenciacion de musculo esquelético es el gen de
determinacion miogénica nimero 1 (Myodl), este codifica un factor de transcripcion del tipo
hélice-bucle-hélice (bHLH), mismo que forma parte de una familia de factores de regulacion
miogénica (MRFs), que en conjunto controlan la determinacién y diferenciacion del musculo
esquelético. Los miembros que conforman dicha familia incluyen el factor miogénico 5 (Myf5),

factor regulador miogénico 4 (Mrf4 o Myf6), Miogenina (Myog) y Myod. (20)

Los factores de diferenciaciéon miogénica que juegan un papel crucial durante el desarrollo son
MYF5, MYOD y MRF4; que dirigena las células hacia el linaje de musculo esquelético. Corriente
abajo, genéticamente, se encuentra MYOG, que junto con MYOD y MRF4 activan la

diferenciacion miogénica. (21)

La estructura proteica de los factores de regulacion miogénica se encuentra muy relacionada.
Los factores de transcripcion basicos hélice-bucle-hélice contienen tres dominios conservados:
el dominio de transactivacion amino terminal, la region central con el motivo bHLH, que incluye
el dominio basico a-helicoidal y Hélice 1y II; y otro dominio de transactivacion carboxilo terminal
gue contiene Hélice lll. (22) La unién eficiente al DNA requiere dimerizacion con otras proteinas
bHLH. MYOD forma heterodimeros con productos de una familia de genes bHLH, proteinas E:
E2A, E2-2, 0 HEB. Los heterodimeros MYOD-E se unen avidamente a los sitios blancos de la
caja E (CAGGTG), que son elementos funcionalmente importantes en las secuencias
reguladoras corriente arriba de muchos genes de diferenciacion terminal especificos de

musculo. (23) (24)
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Es preciso que la expresion de los factores de regulacion miogénica se encuentre bajo un
estricto control espaciotemporal durante el desarrollo. Una gran cantidad de la expresion de
Myod esta controlada por dos potenciadores, que se conocen como potenciador del nicleo
(regidn de 258 pares de bases; situada a 30kb corriente arriba del sitio de inicio de transcripcion)
y una region distal reguladora (region de 714 pares de bases, localizada a 5kb corriente arriba),
junto con una region proximal inmediatamente corriente arriba del sitio de inicio de la

transcripcion. (25)

Estudios sugieren que es probable que la desregulacion en la actividad de MyoD explique el
bloqueo en la diferenciacién de rabdomiosarcomas; y no su nivel de expresién. Hallazgos
revelaron que MyoD era capaz de unirse como heterodimero a su sitio de union de DNA, pero
en las células de RMS mostré un potencial de transactivacion deficiente. (19) Se encontré que
la inhibicion de la actividad de MyoD se producia a partir de la unién con proteinas represoras
de bHLH. La musculina (MyoR), una forma empalmada de E2A, reprime la expresion génica

inducida por MyoD al competir por unirse a las proteinas de la caja E. (26)

MyoD se ha implicado en la regulacion transcripcional de varios genes; la mayoria de los cuales
estan involucrados en que el programa de diferenciacion se lleve a cabo con eficiencia. Estos
genes generalmente no tienen injerencia directa en el desarrollo de RMS. No asi, al parecer en
lo concerniente al gen microRNA no codificante, miR-206, que se ha asociado en gran manera
con RMS. (27) La expresién en musculo esquelético de miR-206 (MyomiR, por su habilidad de
controlar el destino de las células miogénicas) esta dada en gran parte por la regulacion
transcripcional directa de MyoD. Se ha reportado su funcionamiento al inhibir la proliferacién y

los factores de sefializacion que actlan como reguladores negativos de la diferenciacion de
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musculo estriado. Los rabdomiosarcomas se han asociado con el silenciamiento de la expresién
de miR-1/miR-206. (19) (28) Se ha sugerido que el nivel de expresién de miR-206 esta
relacionado de manera directa con el comportamiento clinico de los rabdomiosarcomas. (29)
Como se menciond, MyoD se une como heterodimero a su sitio de union de DNA, sin embargo
se ha reportado un potencial de transactivacion deficiente en células de rabdomiosarcoma. Se
encontrd que la inhibicion de la actividad de MyoD es producida por la unién con proteinas
represoras de bHLH. Musculina (MyoR, forma empalmada de E2A) reprime la expresion

inducida por MyoD al competir por unirse a las proteinas de la caja E. (26)

La expresion de la proteina MyoD es Util como marcador inmunoldgico fiable para el diagnostico
clinico de rabdomiosarcoma, pero su expresion no refleja su funcion, ya que estos sarcomas
por lo general tienen MyoD con su actividad de transactivacion alterada directa o

indirectamente.

Por su parte la miogenina, gen especifico musculo esquelético, como se ha venido
mencionando, codifica un factor de transcripcion de la familia de proteinas bHLH. Y que se
expresa en puntos criticos del desarrollo donde funge de manera esencial en la formacién de

miofibras.

La miogenina suele estar muy controlada durante la miogénesis; presentandose muy
escasamente en mioblastos en proliferacion; y de manera aumentada en la salida del ciclo
celular, con maxima expresion en el programa de diferenciacién miogénica. En algunas células
de rabdomiosarcomas, la expresion de Myog puede ser constitutiva, aunque no manifiesta la

capacidad de promover la diferenciacion miogénica de las células en dichos sarcomas. (30)
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Myog se transcribe del gen de unos 2.5 kb de longitud, cuyo locus es 1g32.1. Da lugar a tres
exones, que resulta en un MRNA de 1.5kb. (31) La secuencia primaria de DNA del sitio proximal
(-130 a +18bp) de la regidn del promotor posee varios elementos conservados de unién a DNA.
Se incluyen la caja TATA (TFID o TAF3/TRF3), Sitio Mef2 (Myocyte enhancer factor 2 o factor
potenciador de miocito 2) (Mef2A, Mef2C o Mef2D), sitio Mef3 (Six1 o Six4), Pbx (Pbx1 o MSY3)
y una caja-E (proteina MyoD/E, proteina-Myf5, o proteina Myog/E). Pueden existir tres
potenciadores adicionales a -4.5 kb, 5.5 kb, y -6.5 kb corriente arriba del sitio de inicio de
transcripcion (TSS). La caja TATA es necesaria para la union de TFIID, que dirige el ensamblaje

de la maquinaria de transcripcion general en la regién promotora. (32)

La caja E (E1) presente entre la caja TATA y el sitio de inicio de la transcripcion, es el sitio de
unién para los complejos proteinicos bHLH, incluyendo las proteinas heterodimeras MyoD/E y
Myog/E. MYOD1 es el Unico factor de regulacion miogénica cuya expresion decrece con la
pérdida de MYOG. Este Ultimo es requerido para mantener la expresion de MYOD1 y cooperar

con MYOD1 para activar los genes musculares. (33)

Dado que la miogenina es esencial para la diferenciacion a células musculares, cualquier
circunstancia que afecte o impida la transcripcion de esta, resultara en células con

diferenciacion alterada.

VI. Andlisis molecular

Es sabido que las mutaciones genéticas conducen a diferentes efectos biol6gicos a través de
la modificacion de rutas que involucran diferenciacion miogénica, crecimiento y apoptosis. El

rabdomiosarcoma ha sido asociado con aberraciones genéticas especificas, que tienen como
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resultado la formacion de nuevas fusiones de genes, amplificaciones y mutaciones de genes.

(34)

Ha sido notorio que los pacientes diagnosticados con rabdomiosarcoma alveolar presentan
un pronostico desfavorable. La mayoria de estos alberga una recurrente translocacion
cromosoémica, t (2; 13) (q35; q14) o t (1; 13) (p36; gl4). Las translocaciones 2; 13 y 1; 14
codifican para un factor de transcripciéon quimérica, la cual consiste en una union del dominio
N-terminal de PAX3 o PAX7, fusionado al dominio C-terminal de FOXO1; considerandose
crucial como factor prondstico en la enfermedad. (35) Los pacientes con diagnéstico de
rabdomiosarcoma embrionario generalmente manifiestan un mejor prondstico al estar
localizado. De este dltimo tipo se han reportado un rango amplio de aberraciones genéticas,
dentro de las que se incluyen la pérdida de heterocigocidad, mutaciones en TP53, y en

receptores tirosina-quinasa NRAS, KRAS, HRAS, PIK3CA, CTNNB1 y FGFR4. (36)

A pesar de las terapias agresivas, el pronostico de los pacientes con rabdomiosarcoma de alto
riesgo continla siendo desfavorable, lo que sugiere la necesidad de nuevas estrategias
terapéuticas con objetivo en las vias moleculares que resultan relevantes en la patogénesis del

rabdomiosarcoma.

Seki y cols. (37) mencionan la sugerencia del involucramiento de otros mecanismos como
alteraciones epigenéticas, que de acuerdo al Instituto Nacional de Investigacion del Genoma
Humano, hace referencia a los cambios en la funcién de los genes que son hereditarios y que
no se pueden atribuir a alteraciones en la secuencia de ADN. Las marcas epigenéticas cambian
la forma como se expresan los genes. De acuerdo a la secuencia realizada se identificaron

ambas mutaciones: previamente reconocidas; incluyendo las mutaciones en las vias
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FGFR4/RAS/AKT y una nueva mutacion de genes tales como PTEN, GAB1y ROBO. (37) PTEN
es uno de los supresores tumorales mas frecuentemente mutado en canceres en humanos y
es también esencial para el desarrollo embriolégico. PTEN modula la progresion a la fase G1

en el ciclo celular por medio de la regulacion negativa del eje FGFR4/PI3BK/AKT. (38)

Se ha mostrado que regiones funcionales de varios genes estan involucradas en el desarrollo
de RMS. En su estudio Liuy cols. (39) usaron un arreglo de alta resolucion de hibridacion
gendmica comparativa con el fin de explorar las variaciones de nimeros de copias y genes en
RMS. Sus andlisis revelaron que todos los rabdomiosarcomas muestran ganancias o pérdidas
especfficas; mostrando que la amplificacion o delecion de genes se encuentran con frecuencia

involucrados en la tumorgénesis y/o la progresion del tumor.

La amplificacion de 2p24 que contiene el locus MYCN ha sido reportada en un 25 a 40% de los
casos de rabdomiosarcoma alveolar y se ha asociado con un desenlace desfavorable. Un
amplicon en 8924.12 que contiene MYC ha sido identificado en RMS alveolar. MYC es
altamente expresado en RMS embrionario. Esté involucrado enimportantes procesos celulares,

incluyendo la proliferacién, diferenciacion celular y apoptosis. (40)

Los tumores del tipo RMS embrionario han sido caracterizados por perfiles de nUmero de copias
hiperploides con combinacion de ganancia de cromosomas 2, 8 y 12. En contraste, el
rabdomiosarcoma alveolar muestra perfiles diploides con mayor énfasis en pérdidas
cromosomales, especialmente de 15q. La pérdida de heterocigocidad en 11p ha sido
observada caracteristicamente en RMS embrionario. Nishimura y cols. realizaron analisis de

arreglos de polimorfismo de nucleétido simple (SNP) que revelaron lesiones genéticas
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incluyendo desequilibrio alélico en RMS e identificacién de varios genes blanco candidatos

para la terapéutica. (41)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los rabdomiosarcomas han sido aceptados como sarcomas de alto grado. Los
patrones histolégicos y las caracteristicas celulares en los rabdomiosarcomas pueden variar
desde una neoplasia de células pequefias, redondas y azules, por su aspecto primitivo, con
nlcleos azules y con escaso citoplasma, con la tincion hematoxilina-eosina; que les puede
hacer carecer de marcadores morfoldégicos para su identificacion especifica, o que conduce a
recurrir a métodos como el inmunofenotipo. Debido a este reto diagnéstico, es necesario
identificar las caracteristicas  histologicas y correlacibn  inmunohistoquimica  de
rabdomiosarcomas en la region de cabeza y cuello, como marcadores del comportamiento

bioldégico de dicha neoplasia en poblacion pediatrica mexicana.

JUSTIFICACION

El rabdomiosarcoma es el tumor maligno de tejidos blandos mas frecuente en la edad pediatrica,
siendo la region de cabeza y cuello sitio primario de aparicion. La identificacion histolégica de
los rabdomiosarcomas en ocasiones es compleja, dado que suelen encontrarse similitudes
entre esta entidad y otros tumores de células redondas y azules, presentes en la infancia;
asimismo el plan de tratamiento se fundamenta en el tipo histolégico y comportamiento
biolégico, por lo que es de suma importancia contar con marcadores biologicos Utiles para la
toma de decisiones por parte de los oncoélogos quirdrgicos y médicos. De igual forma, se

pretende aportar informacion adicional a la que existe en la actualidad.
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OBJETIVO GENERAL

ldentificar las caracteristicas histomorfologicas e inmunohistoquimicas en muestras de

pacientes con rabdomiosarcomas de poblacién pediatrica mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las caracteristicas del grupo etario

Describir los patrones morfolégicos e inmunohistoquimicos segun el subtipo de

rabdomiosarcoma en este grupo de pacientes

Establecer probables asociaciones entre las variables en relacion a edad, sitio de localizacion

de la neoplasia, tipo histolégico e inmunomarcacion.

VARIABLES

Dependiente: rabdomiosarcoma

Independientes: sexo, edad, localizacion tumoral, marcador de inmunohistoquimica

Tabla 4. Tabla de variables

Variable Definicion Definicién operacional | Tipo de | Medicion

conceptual variable

Sexo Condicion organica, | Sexo expresado por el | Cualitativa, | 1 Femenino
masculina o femenina, | paciente en la historia | dicotomica |2 Masculino
de los animales y las | clinica o de manera | nominal
plantas. (RAE) directa como masculino

o femenino

Edad Lapso de tiempo que | Afios expresados por el | Cuantitativ | Afios
transcurre  desde el | paciente de manera|a, discreta|cumplidos
nacimiento  hasta el | directa 0o en la historia | de razon
momento de referencia | clinica

Localizacion Zona anatdbmica de| Sitio anatdmico de | Cualitativa, | Sitio
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musculo esquelético

musculo esquelético a la
visualizacion por
microscopia O6ptica con
tincion H&E

tumoral origen del tumor primario | localizacién del tumor, | politbmica | anatomico
referido en la historia | nominal
clinica
Inmunohistoquimi | Técnica de laboratorio | Inmunomarcaje Cualitativa |0 sin
ca (marcador) gue se fundamenta en la | visualizado en | Politdmica | marcaje/neg
interaccion de un | microscopia Optica | ordinal ativo
anticuerpo primario y un | mediante la 1 Débil
anticuerpo secundario, y | diaminobencidina en 2 Moderado
su visualizacién | donde se contabiliza por 3 Fuerte
mediante campos las éareas de
diaminobencidina en | color café o marron de
receptores de tumores | inmunomarcaje positivas
anaplasicos o|len las células de los
indiferenciados, y como | tejidos estudiados.
auxiliar en
comportamiento
biolégico de algunas
lesiones.
Tipo de | Clasificacionde sarcoma | Clasificacion/subclasific | Cualitativa | 1 RMSE
rabdomiosarcoma | de tejidos blandos de | acion de | Politbmica |2 RMSA
células mesenquimales | rabdomiosarcoma segun | nominal 3 RMS S/S
primitivas  dirigidas a| la OMS
miogénesis de acuerdo a
la OMS
Rabdomiosarcom | Sarcoma de tejido | Neoplasia primitiva | Cualitativa | Presencia
a blando primitivo maligno | maligna de tejido blando de RMS
que semeja las | que muestra
caracteristicas del | diferenciacion parcial de

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Observacional, descriptivo, comparativo y ambispectivo
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Universo de estudio: Casos de rabdomiosarcomas del Hospital Regional de Alta Especialidad

del Bajio
Muestra: Muestra no paramétrica por conveniencia (total de casos disponibles: diez tejidos con

diagnéstico de rabdomiosarcoma).

Criterios de inclusion: muestras bioldgicas procesadas histolégicamente, de pacientes
mexicanos en edad pediatrica con diagndstico re-confirmado de rabdomiosarcoma.
Especimenes tomados con fines diagndsticos, material bioldégico suficiente incluido en parafina

en buenas condiciones.

Criterios de exclusion: muestras bioldgicas insuficientes, poco material incluido en parafina o en

malas condiciones generales.

Criterios de eliminacion: muestras biolégicas que presenten indiferenciacién celular y/o que al

momento de la evaluacién histolégica no corresponda al diagnéstico de rabdomiosarcoma.

Consideraciones éticas: en el presente estudio han de emplearse muestras biolégicas
procesadas en parafina, por lo que a este grado no resulta invasivo para los pacientes;
asimismo se entiende que se ha otorgado su consentimiento y asentimiento para realizar
investigacion cientifica al momento de la firma en el reporte de patologia para su estudio, por

tanto, se siguen los lineamientos de ética e investigacion en humanos en materia de salud.

METODOLOGIA

l. Recoleccion de las muestras
Se estudiaron muestras provenientes de casos de rabdomiosarcomas de la region de cabeza y
cuello de pacientes en edad pediatrica, del archivo de histopatologia del Servicio de Anatomia
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Patoldgica del Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio. Casos registrados en el periodo
comprendido entre los afios 2014 y 2021. Dado que en este proyecto se considerd una muestra
no paramétrica por conveniencia: el total de los casos disponibles entre las fechas
mencionadas, y que cumplieron con los criterios de inclusion fue de diez tejidos con diagnéstico

de rabdomiosarcoma.

Una vez obtenidos los bloques de parafina fueron llevados al laboratorio de investigacion
interdisciplinaria del servicio de diagndstico histopatolégico de la Escuela Nacional de Estudios
Superiores Unidad Leon de la UNAM, para ser procesados y evaluados por dos especialistas
en patologia oral y maxilofacial para la estandarizacion por los observadores para el adecuado

andlisis de los casos y re confirmacion del diagnéstico de rabdomiosarcoma.

I. Obtencion de datos de las muestras
A partir de la informacion obtenida de los archivos del Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio se obtuvieron datos tales como: edad, género
y localizacion anatomica del tumor primario. Como se encuentran contenidos dentro de la tabla

“Descripcion histomorfologica de los casos” en el apartado de resultados.

I. Valoracién de las muestras obtenidas mediante microscopia Optica
Para la evaluaciéon y confirmacion histopatolégica de las muestras de los casos de
rabdomiosarcomas se realizaron cortes histologicos de los blogues de parafina con técnica
estandarizada a 3 micras para su procesamiento con tincion con hematoxilina y eosina, montaje
y visualizacién mediante microscopia 6ptica. Con el apoyo de dos expertos en patologia bucal
y maxilofacial, se identificaron y describieron rubros relevantes en cuanto a las caracteristicas
histomorfolégicas para el diagndstico y clasificacion del subtipo de tumor; tales como: la
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morfologia celular y nuclear; presencia y grado de pleomorfismo celular; presencia de mitosis;
existencia de estroma mixoide; y la existencia permeacién o infiltracion hacia estructuras

adyacentes. Para lo cual se revisaron todas las laminillas en su totalidad.
V. Técnicatricromica de Masson

Se realizd adicionalmente la tincidn tricromica de Masson con técnica estandarizada, (Fig. 1)
gue permite la identificacién de tejido conjuntivo entre otras estructuras adyacentes que no sean
facilmente identificables con tincién convencional por su disposicién espacial. En esta técnica
de coloracién especial se emplean tres colorantes para diferenciar el nicleo, el citoplasma vy las

fibras de coldgeno. A continuacion se describe el procedimiento:

-Se realizaron cortes histolégicos de 3 micras, de tejido fijado en formaldehido y embebido en

parafina.

-Se desparafiné y se hidraté hasta llegar al agua destilada. Las secciones al ser fijadas, se
trataron con solucion de Bouin por una noche a temperatura ambiente. Se lavaron con agua

corriente hasta aclarar, y se enjuagaron con agua destilada. Se montaron en Coverplate.

-Se preparo solucion de hematoxilina de Weigerth en tubo de eppendorf (solucion hematoxilina

alcohdlica y cloruro férrico 1:1) y se agrego a la laminilla 2 gotas (100ul) durante 10 minutos.

-Se lavé con agua corriente por 10 minutos, y se enjuagd con agua destilada. Se colore6 con
fucsina aciday escarlata de Biebrich 2 gotas (100ul) durante 15 minutos. En seguida diferenciar
con solucion de acido fosfotungstico-fosfomolibdico 2 gotas (100ul) por 10 minutos. Y contraste

con 2 gotas de (100pl) solucién de azul de anilina durante 15 minutos. Diferenciar con 2 gotas
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(100pl) de &cido acético al 1% por 5 minutos. Por ultimo deshidratacion y aclaramiento a traves

de alcohol 96, alcohol absoluto, se dejaron secar y se cubrieron.

De esta manera es posible observar la diferencia entre colageno/tejido conjuntivo y musculo. El
colageno y tejido conjuntivo se tifie en azul, a verde. El masculo se tifie en rojo, y los nicleos

en negro. (42)

Fig. 1 Fotomicrografia con tincion tricrémica de
Masson, con aumento de 40x. Fasciculos
musculares en color rojo. Células neoplasicas
pleomorficas. Fibras colagena en azul.

V. Obtencién de fotomicrografias de los cortes histoldgicos
Se realiz6 la toma y el respaldo de fotomicrografias de los casos de rabdomiosarcomas
obtenidos, donde pueden identificarse las estructuras histolégicas caracteristicas. Para tal fin
se hizo uso de microscopio oOptico (Leica DM750 con camara CMEX DC. 5000) De las zonas

mMAas representativas se tomaron fotografias con el objetivo a 4X, 10X y 40X. (Fig. 2 a 5)
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Fig.2 Fotomicrografia a 4X tincion H&E.
Células neoplasicas redondas, azules.
Septos fibrosos que separan las células en
nichos.

Fig. 3 Fotomicrografia a 10X tincion H&E.
Células neoplasicas redondas. Nducleos
hipercrométicos. Septos fibrosos.

Fig. 4 Fotomicrografia a 10X tefiida con H&E.
Células neoplasicas redondas, azules.

Fig. 5 Fotomicrografia a 40X tefiida con H&E.
Células redondas, ovales, de aspecto
poligonal. Con pleomorfismo. Estroma de
tejido conjuntivo.

29



VI.  Técnicadeinmunohistoquimica
Por su valor diagnéstico para rabdomiosarcoma, en cuanto a sensibilidad y especificidad, se
emplearon como marcadores inmunohistoquimicos, los anticuerpos contra las proteinas
miorreguladoras MyoD1 y miogenina. Para tal fin se llevd a cabo estandarizacion previa de
técnica de inmunohistoquimica de acuerdo a la que se realiz6 en el laboratorio de patologia de
la ENES UNAM Ledn, mediante la utilizacion de tejidos de ensefianza con anticuerpos S100y
vimentina. Se realizaron cortes de 3 micras para los tejidos diagnosticados de nuestra muestra

y se montaron en laminillas electrocargadas.

Se llevd a cabo el proceso e inmunohistoquimica bajo la siguiente técnica:

-Desparafinaciéon de las laminas e hidratacion como sigue: dos cambios de xilol, 2 cambios de
alcohol absoluto, 2 cambios de alcohol al 96% y por Ultimo enjuague en agua destilada (todo
esto después de que estuvieran en el horno a una temperatura de 100 grados por media hora

para desparafinar).

Después de la recuperacion que se lleva a cabo en la olla de presion en un vaso copli con
recuperador de un ph9 y a llegar a una temperatura de 110°C por 15 minutos, se deja que
disminuya la presion para sacarlas de la olla y dejarlas enfriar hasta que lleguen a una
temperatura de 37°C para no correr el riesgo de que se desprendan los tejidos. Se procede a:

- blogueo con peroxidasa con solucion de peréxido de hidrogeno-metanol para que no existan
residuos de sangre o hemoglobina por un tiempo de 5 a 10 minutos recomendado por el inserto

de este reactivo. Enjuagar con agua destilada.
- bloqueo con background snaper para evitar fondo inespecifico por un tiempo de 10 minutos
tiempo recomendado por el inserto del producto. Enjuagar con agua destilada.

- se procede a delimitar el tejido con un lapiz hidrofébico sin dejar que la laminilla se seque
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- se coloca anticuerpo ya diluido (MyoD1 y miogenina dilucion 1:100) y estandarizado (200
microlitros) se deja incubar a una temperatura ambiente por espacio de 30 a 45 minutos tiempo
recomendado por el inserto de este producto.

Enjuague con PBS (buffer de fosfatos para lavado, pH 7.4)

- Colocacion de anticuerpo secundario, mejor conocido como polimero conformado por un
sistema de biotina, avidina (en este sistema se presentan juntos, por lo que es de 1 solo paso)
para ello permanecen las laminillas por un tiempo de 30 a 45 minutos tiempo recomendado en
indicaciones de este producto.

Enjuagamos con solucion salina de fosfato estabilizadora (PBS) y se dejan en PBS evitando
gue se seque la laminilla para evitar datos poco confiables.

- Se procede a revelar mediante un sistema de cromogeno o diaminobencidina, este se prepara
1 gota de este por un mililitro del diluyente de este producto y se deja incubando por espacio de
5 a 10 minutos.

Enjuague con PBSy se procede a realizar contraste con solucion de hematoxilina de Mayer, se
enjuaga en agua destilada, posteriormente se pasa por 2 cambios de alcohol al 96%, 2 cambios
de alcohol absoluto y xilol, por dltimo se monta la laminilla. Observacion al microscopio éptico.
Se utilizd un control positivo en cada corte de rabdomiosarcomas diagnosticado.

Myod1 casa comercial: cell marque, clona 5.2 y miogenina clona MyG0O07.

VIl.  Descripcién de la identificacibn de inmunomarcaje, conteo celular y obtencion

del indice de inmunomarcaje
En el analisis del inmunomarcador MyoD1 se considera como positivo el marcaje nuclear

cuando se observo tincion de color marron o pardo oscuro. De acuerdo a Kokko, L .et al. (43)
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se clasifico la intensidad del inmunomarcaje, en las categorias: negativa, débilmente positiva y
fuertemente positiva. Se tomaron microfotografias de areas tisulares representativas. Para el
conteo celular nos basamos en el método de conteo manual publicado por Bologna, R. et al.
(44). Las ceélulas fueron cuantificadas utilizando fotomicrografias tomadas a 40x, para su
visualizacién por campos. Las imagenes se abrieron utilizando el programa Microsoft Power
Point, y empleando la funcion de insertar tabla, se elabord una tabla de 6x6, la cual fue colocada
de manera superpuesta en cada fotomicrografia, abarcando la totalidad de estas en su
superficie. De esta manera se contabilizaron por cada uno de los pequefios 36 campos en cada
imagen, las células con marcaje positivo, asi como aquellas sin inmunoreactividad. (Fig. 6) Para
tal actividad se tomé el mismo orden en cada fotografia, comenzando el conteo celular en el
extremo superior izquierdo y finalizando en el extremo inferior derecho. De esta manera para
calcular el porcentaje de positividad se multiplicé por cien el numero de células tefiidas, y el
resultado se dividié entre el total de células. Se otorgaron categorias de acuerdo al porcentaje
de inmunopositividad, se asigné el simbolo — para las muestras negativas, + para la categoria
positiva leve (con una expresion celular menor al 10%), ++ positiva moderada (inmunomarcaje
del 10 al 50%), y +++ positiva fuerte (con una inmunoexpresion mayor al 50%). Basandose en
la categorizacién descrita por Zhao, Z. et al. (45). Y de acuerdo a la medicion de la variable, con

los valores 0, 1, 2 y 3 respectivamente.
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Fig. 6 Fotomicrografia a 40x con celdas para la
cuantificacion celular y determinacion del porcentaje de
inmunopositividad MyoD1.

De igual manera en cuanto al analisis del inmunomarcador para miogenina, se consider6 como
positivo el marcaje nuclear cuando se observo tincion de color marrén o pardo oscuro. Se
clasifico la intensidad del inmunomarcaje, en las categorias: negativa, débilmente positiva y
fuertemente positiva. Se tomaron microfotografias de campos celulares representativos. El
conteo celular también se llevd a cabo con base en el método de conteo manual descrito por
Bologna, R. et al. (44). Las células fueron cuantificadas utilizando fotomicrografias tomadas a
40x, para su visualizaciéon por campos. Las imagenes se abrieron utilizando el programa
Microsoft Power Point, y empleando la funcion de insertar tabla, se elaboré una tabla de 6x6, la
cual fue colocada de manera superpuesta en cada fotomicrografia, abarcando la totalidad de
estas en su superficie. (Fig. 7) De esta manera se contabilizaron por cada uno de los pequefios

36 campos en cada imagen, las células con marcaje positivo, asi como aquellas sin
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inmunoreactividad. Para tal actividad se tom6 el mismo orden en cada fotografia, comenzando
el conteo celular en el extremo superior izquierdo y finalizando en el extremo inferior derecho.
De esta manera para calcular el porcentaje de positividad se multiplicé por cien el nUmero de
células tefiidas, y el resultado se dividié entre el total de células. Se otorgaron categorias de
acuerdo al porcentaje de inmunopositividad, se asigno el simbolo — para las muestras negativas,
+ para la categoria positiva leve (con una expresion celular menor al 10%), ++ positiva
moderada (inmunomarcaje del 10 al 50%), y +++ positiva fuerte (con una inmunoexpresiéon
mayor al 50%). Basandose en la categorizacién descrita por Zhao, Z. et al. (45). Y de acuerdo

a la medicién de la variable, con los valores 0, 1, 2 y 3 respectivamente.

Fig. 7 Fotomicrografia a 40x con celdas para la
cuantificacion celular y determinacion del porcentaje de
inmunopositividad para miogenina.
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IX. Anédlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se empleo la prueba Chi-cuadrada, con un
nivel de confianza del 95% (p<0.05), mediante el uso del programa IBM®SPSS. Con el fin de
buscar si en esta muestra existia asociacion entre el tipo de rabdomiosarcoma (embrionario o

alveolar) y la positividad para MyoD1 y para Myog en las pruebas de inmunohistoquimica.

También asi se llevd a cabo la prueba estadistica U de Mann-Whitney para conocer si existia
diferencia estadisticamente significativa que indicara la existencia de asociacion entre el tipo

histologico de RMS vy el grado de positividad para MyoD1; asi como para Myog.

RESULTADOS

l. Caracteristicas del grupo

De los diez casos incluidos en este proyecto se cuentan siete pacientes del sexo masculino y
tres del sexo femenino. Se observa un rango de edad variado, entre los uno y diecisiete afios
de edad. Dos pacientes con un afio de edad, uno con dos afios de edad; uno con tres, el
siguiente en orden ascendente, con once afos de edad; otro mas con doce; tres con catorce; y
finalmente un paciente con diecisiete afios de edad. En cuanto a la localizacién del tumor
primario se tiene registro de dos ocurrencias en el maxilar, dos casos con aparicion en la
cavidad nasal, un caso en 6rbita; uno en region parotidea, y cuatro casos con reporte en cabeza,

sin especificar la localizacién anatomica (Tabla 5).
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No. caso

09-1586 09-1761

11-2031

13-047

1. Descripcion histomorfologica de las muestras mediante tincion de hematoxilina

y eosina
Una vez contando con las muestras de los tejidos con diagnéstico re confirmado de
rabdomiosarcoma, cuyas caracteristicas se consideraron adecuadas para su evaluacion, se
realizo la identificacion y descripcion de las caracteristicas histoldgicas relevantes y propias del
diagnéstico de rabdomiosarcoma para la clasificacién, es este caso en sus dos principales
subtipos: rabdomiosarcoma alveolar y rabdomiosarcoma embrionario. De acuerdo a la
observacién histomorfologica de las diez muestras evaluadas, se identificaron seis
rabdomiosarcomas del tipo embrionario y cuatro del tipo alveolar. Cada uno de los casos

analizados se describe a continuacion:

Tabla 5. Caracteristicas de las muestras evaluadas
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Descripcién del analisis del marcaje inmunohistoquimico

los casos seleccionados tenemos estos resultados: 4 casos con

de

De la evaluaciéon

inmunopositividad fuerte para MyoD1, 3 con positividad moderada, y 3 negativos para myoD1.

De aquellas muestras en las que se observé un inmunomarcaje negativo, 2 correspondieron al

tipo histolégico alveolar y uno altipo embrionario. En los casos del marcaje fuertemente positivo,

3 casos correspondieron al tipo embrionario, y uno al alveolar. Para el marcaje moderadamente

positivo, 2 fueron del tipo embrionario, y 1 con tipo alveolar.
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En cuanto a la evaluacion inmunohistoquimica para miogenina, se observaron los resultados
siguientes: 3 casos mostraron inmunopositividad fuerte para miogenina, 1 con positividad
moderada, y los 6 restantes resultaron negativos para tal marcaje. De aquellas muestras en las
gue se observd un inmunomarcaje negativo, 2 correspondieron al tipo histolégico alveolar y 4
al tipo embrionario. En los casos del marcaje fuertemente positivo, 2 casos correspondieron al
tipo embrionario, y 1 al alveolar. Para el marcaje moderadamente positivo, correspondié al tipo

alveolar.

Por otra parte, con respecto a la intensidad observada en los casos con inmunopositividad para
ambos marcadores, se evalué de manera visual en las fotomicrografias, donde se reporta que
para MyoD1, en cuanto a la intensidad del marcaje, se reportan cuatro casos fuertemente
positivos, y tres débilmente positivos. Ademas de los cuatro casos negativos, previamente

mencionados.

Para el caso de la miogenina, se encuentran cuatro casos con inmunoreactividad fuertemente

positiva y seis casos negativos.

Tabla 6. Resumen de la inmunoreactividad para las muestras incluidas.

CASO MyoD1 Myog SUBTIPO
NUMERO

09-1761 ++ Embrionario
09-1586 Alveolar
11-2031 Alveolar
13-047 +++ +++ Alveolar
14-816 +++ Embrionario
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15-3291 ++ Embrionario
18-2037 +++ ++ Alveolar
17-0619 Embrionario
19-1500 +++ +++ Embrionario
19-2590 ++ +++ Alveolar

— Negativo -, Positivo 1 Leve +, 2 Moderado ++, 3 Fuerte +++

Tabla 7. Resumen de resultados, con porcentaje de inmunoreactividad para las muestras

incluidas
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13-047
75%
51%
NE

11

M

14-816
80%
0%
Maxilar

15-3291
33%
0%
Orbita
12

18-2031
51%
30%

NE

17

M

17-0619
0%

0%
Cavidad
nasal
14

M

19-1500

89%
67%
N
1
F

19-2590

37%
62%
NE
14
M

V. Analisis de los resultados

Se llevd a cabo el analisis de los datos obtenidos mediante el empleo de la prueba estadistica
Chi-cuadrada, con un nivel de confianza del 95% (p<0.05), para esto se hizo uso del programa
IBM®SPSS. Se muestran las tablas de contingencia creadas para cada marcador, en relacion

con los tipos de rabdomiosarcomas.
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Tabla de contingencia RM3 * MYOD

MYOD Total
g "NO"
Recuento 5 1 6
"Embrionario”
% dentro de MYOD 71.4% 33.3% 60.0%
RMS
Recuento 2 2 4
"Alveolar”
% dentro de MYOD 28.6% 66.7% 40.0%
Recuento 7 3 10
Total
% dentro de MYOD 100.0% 100.0% 100.0%

Con esta prueba se pretendia buscar si en esta muestra existia asociacion entre el tipo de

rabdomiosarcoma (embrionario o alveolar) y la positividad para MyoD1 en la prueba de
inmunohistoquimica.

Se obtuvo un valor de significancia de 0.26, por lo que en este caso, no se puede asegurar con
95% de confianza que la positividad para el marcador MyoD1 estéa relacionado al tipo de RMS.

Se realiz6 la misma prueba para evaluar la asociaciéon entre el inmunomarcaje positivo para
Myog vy el tipo de RMS (embrionario y alveolar). Se obtuvo un valor de significancia de 0.598,

por lo que se concluye que la positividad para Myog en esta muestra, es independiente del tipo

de RMS. No se encuentra relacion entre estas variables (sig. 0.598>0.05).

Tabla de contingencia RMS * MYOG

MYOG Total
IISlIl |INOI|
Recuento 2 4 6
"Embrionario”
% dentro de MYOG 20.0% 66.7% 60.0%
RMS
Recuento 2 P 4
"Alveolar”
% dentro de MYOG 50.0% 33.3% 40.0%
Recuento 4 6 10
Total
% dentro de MYOG 100.0% 100.0% 100.0%
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Por otra parte, con el fin de evaluar si existe asociacion entre el tipo de rabdomiosarcoma
(embrionario y alveolar), y la variable ordinal correspondiente al grado de inmunoreactividad
para MyoD1, alos que se les otorgd los valores de 0 para la muestra negativa para el marcador;
1 para la positividad débil; 2 para la positividad moderada; y 3 para la positividad fuerte. Se llevé
a cabo la prueba estadistica U de Mann-Whitney, obteniendo un valor de significancia de 0.309,
gue demuestra que no hay diferencia estadisticamente significativa que indique la existencia de

asociacion entre el tipo histologico de RMS y el grado de positividad para MyoD1.

Estadisticos de contraste

MyoD1
U de Mann-Whitney 7.500
Sig. asintot. (bilateral) 0.309

a. Variable de agrupacion: RMS

De la misma manera se llevd a cabo la prueba para conocer si existe asociacion entre el tipo
de rabdomiosarcoma y el grado de positividad para el marcador Myog. Se obtuvo un p-value de
0.807, por lo que se concluye que el grado de positividad para Myog en esta muestra, es

independiente del tipo de RMS. No se encuentra relacion entre estas variables (sig.

0.807>0.05).
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Estadisticos de contraste

Myog
U de Mann-Whitney 11.000
Sig. asint6t. (bilateral) 0.807

a. Variable de agrupacion: RMS

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar si el tipo de RMS influye sobre el grado de

positividad para ambos inmunomarcadores empleados.

Para el caso del grado de inmunopositividad para MyoD1 se obtuvo un grado de significancia
de 0.162, lo que deja de manifiesto que no es posible asegurar con un 95% de confianza que
exista diferencia en el grado de inmunopositividad dependiendo del tipo de rabdomiosarcoma

(embrionario y alveolar).

Estadisticos de grupo

RMS N Media

Inmunoreactividad Embrionario 6 53.17
MyoD

Alveolar 4 22.00
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Para el caso del grado de inmunopositividad para Myog, se obtuvo un grado de significancia de
0.869, lo que demuestra que no es posible asegurar con un 95% de confianza que exista
diferencia en el grado de inmunopositividad para este marcador, dependiendo del tipo de

rabdomiosarcoma (embrionario y alveolar).

Estadisticos de grupo

RMS N Media
Inmunoreactividad Embrionario 6 19.67
Myog
Alveolar 4 23.00
DISCUSION

Anualmente se reporta una incidencia de entre 850 a 900 casos de rabdomiosarcomas en
pacientes en edad pediatrica. (De acuerdo a la Guia de Practica Clinica “Diagndstico y
tratamiento de Sarcomas de Partes Blandas (Rabdomiosarcoma) en el paciente pediatrico. (8)
De acuerdo a esta misma referencia, en México la frecuencia de cancer no esta bien
establecida; no obstante, se conoce que los sarcomas de tejidos blandos representan el 5.5%
de las neoplasias en la poblacion pediatrica mexicana; y ademas, mas de la mitad de este tipo

de sarcomas en este grupo de pacientes.
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En este mismo tenor, de manera reciente, se cuenta con el Registro de Cancer en Nifios y
Adolescentes (RCNA) con datos para el afio 2019. (46) Para el caso del Estado de Guanajuato,
tomando en cuenta el Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio, considerada como
Unidad Médica Acreditada (UMA); y que fue el hospital de referencia, de donde procedieron las
muestras de los casos incluidos para este estudio. Esta se localiza en el puesto nimero trece
de cincuenta y dos UMAs incluidas en el reporte, en cuanto al nimero de notificaciones de
casos de neoplasias malignas en pacientes pediatricos. Por distribucion de neoplasias
reportadas a tal Registro, los sarcomas de tejidos blandos ocuparon el sexto lugar. Dentro de
este grupo se reportan 90 casos, de los cuales 44 fueron rabdomiosarcomas, que representa el
49% de los sarcomas de tejidos blandos. Y de manera general, en cuanto al porcentaje de los
tumores solidos, de un total de 973 casos, 44 se trataron de rabdomiosarcomas, lo que
corresponde a un 4.5%. El rabdomiosarcoma ocup6 el primer lugar en los menores de un afio,
enlos grupos de 1 a4y de 5 a 9 afios (con respecto a los otros sarcomas de tejidos blandos),
y particularmente también, en este reporte de 2019, el grupo de edad donde se registraron
mayor nimero de casos de rabdomiosarcomas, fue el grupo de entre 1 a 4 afios de edad;
seguido por el de 5 a 9. Existe un ligero predomino en todos los grupos etarios del sexo
masculino, en cuanto a la distribucion de los casos. En cuanto a los tumores solidos, de los
sarcomas de tejidos blandos, el 56.12% correspondieron al sexo masculino. Para la localizacion
anatémica, los tejidos blandos de la cabeza, cara y cuello, en este reporte, ocup6 el segundo
lugar para la aparicion de sarcomas de tejidos blandos. En cuanto a la distribucién segun la

histologia, el tipo embrionario fue el mas frecuente.

Dentro de los casos incluidos en el presente trabajo, encontramos que la mayoria de los

pacientes pertenecen al sexo masculino, sumando 7, de las 10 muestras incluidas, y por
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consiguiente 3 pertenecen al sexo femenino. Para los grupos de edad: se observaron 4 casos
para el grupo de 1 a 4 afios; ningln caso para el grupo de 5 a 9 afios; 5 casos en el grupo de
10 a 14 afios, siendo este el grupo en el que se contabilizaron mas casos; y finalmente un caso
en el grupo de 15 a 18 afios de edad. Por parte de la distribucién acorde al tipo histolégico, en
esta muestra se encontraron mayor niumero de casos del tipo embrionario, contando 6 casos,

de 10, y 4 del tipo alveolar.

En cuanto a la presentacion histolégica de los rabdomiosarcomas suele ser heterogénea, con
variedad celular. Machado et al. (47) reportan sobre esta amplia variedad en la histologia; que
a pesar de que provee la mayoria, o mucha de la informacion para conducir al diagnéstico, no
siempre es suficiente para que este sea conclusivo. En relaciébn a las caracteristicas
histomorfolégicas observadas en la mayoria de los casos los rabdomioblastos conservaban sus
patrones morfolégicos a la célula que les dio origen, sin embargo en 2 casos se presentaron
cierto grado de indiferenciacion por lo que constituia un reto diagndostico que se corroboré al
momento de realizar la tricromica de Masson y los anticuerpos anti-miogenina y anti-MyodD1.
Esto nos indica que el espectro de presentacion de los patrones histomorfolégicos puede variar
de acuerdo a la biologia de cada individuo, asi como el mismo comportamiento bioldgico de la
neoplasia que aunado a las caracteristicas sistémicas y el estado general del paciente sera un
factor determinante en la evolucién de la enfermedad. Un punto importante a destacar es que
independientemente del tipo de rabdomiosarcoma embrionario o alveolar, la mayoria de los
casos presento infiltracion neoplasica a tejidos adyacentes como el cartilaginoso, adiposo,
nervioso y vascular lo que nos permite inferir que el comportamiento biolégico de estos
rabdomiosarcomas en esta poblacion pediatrica se comportaba de una manera invasiva y

agresiva, que independientemente del tiempo en el que se diagnosticd, el potencial de
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permeacion de las células neoplasicas en torno al microambiente tumoral fue potencialmente
invasivo. En este sentido Kaseb H. et al. (48) publican que estos tumores generalmente se
presentan como masas infiltrantes de manera local, asi como la eventual extension a ganglios
linfaticos regionales, donde después de la reseccion es muy posible la existencia de

enfermedad residual microscépica.

Por otra parte, se puede decir que es posible que algunos rabdomiosarcomas sean
diagnosticados con secciones con tinciones de rutina, sin embargo, muchos sarcomas poco
diferenciados pueden semejar rabdomiosarcomas, y de manera contraria, se encuentran
rabdomiosarcomas compuestos de células poco diferenciadas, que pueden aparentar otro tipo
de neoplasia maligna. Con relacion a lo anteriormente mencionado Chen, E. et al. (49) han
publicado que los rabdomiosarcomas, particularmente los del tipo embrionario y alveolar
pueden mostrar a la observacidon microscépica células pequefias redondas, de apariencia
primitiva, por lo que se deben tomar en cuenta dentro del diagndstico diferencial, otros tumores
de células pequeias redondas. Por lo tanto, los procedimientos de diagndstico auxiliares son a
menudo esenciales para un diagnostico fiable. De manera que, las tinciones especiales
convencionales, como por ejemplo, la tincién tricrbmica de Masson, han sido sustituidas

principalmente por analisis por inmunohistoquimica.

Se han usado varios marcadores de inmunohistoquimica como auxiliares en la confirmacion del
diagnostico de rabdomiosarcoma. De acuerdo a Goldblum, J.R. et al. (50), el valor diagnéstico,

la sensibilidad y especificidad, pueden variar substancialmente.

Como se describio, la desmina es empleada como un marcador sensible para

rabdomiosarcoma, no obstante, aquellos tumores compuestos casi en su totalidad por células
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primitivas, podrian resultar negativos para este inmunomarcador, por lo que no se considera
muy especifica. Asi también la actina muasculo especifica, aunque sensible para

rabdomiosarcoma, también se expresa en leiomiosarcoma. Estas por mencionar unos ejemplos.

Por otra parte, se ha usado de manera satisfactoria, como marcadores mas sensibles y
especfificos pararabdomiosarcoma, la expresion mediante inmunohistoquimica de las proteinas
miorreguladoras. Dentro de ellas, miogenina y MyoD1, Goldblum, J.R. et al. (50) mencionan un
estudio donde el 91% de los casos de rabdomiosarcomas resultaron positivos para MyoD1, por
consiguiente, con un 9% de los casos negativos para este marcador. Dentro de las diez
muestras incluidas en este trabajo, 3 de ellas resultaron negativas para este mismo marcador.
En adicidna este enunciado también Ahmed, A. et al (51) en su trabajo reportan tincion positiva
para MyoD1 en el 76% de sus casos y ausencia de esta en el 23%. En su publicacién mencionan
gue se ha sugerido que la tincibn con MyoD no es uniforme con diferentes patrones. Se ha
llegado a conocer que MyoD1 se transloca al nicleo y activa la miogenina y otros miembros de
la familia de factores de transcripcién miogénica. Por lo tanto, la ausencia de proteina en nucleo
sugiere la falta o alteracién de la diferenciacion miogénica y un fenotipo proliferativo mas

primitivo.

De manera importante, Morotti, R.A. et al. (52) reportan que la expresion de MyoD1 y miogenina
fue de manera inversamente relacionada al grado de diferenciacion celular, con una tincion
positiva en aquellas células que se mostraban mas primitivas, y que esa inmunoreactividad
disminuia o estaba ausente en rabdomioblastos mas diferenciados, pero podemos inferir que
en relacion al grado de diferenciacion sera significativamente positivo en aquellas células

rudimentarias debido a que los receptores de MyoD1 se encuentran expresados de manera
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natural y constitutiva ya que en estas células que no han sufrido procesos de diferenciacion, de
mutagénesis o0 de colocaciones por lo que es totalmente Il6gico que el grado de
inmunoreactividad sea mayor en los rabdomiosarcomas con una poblacién neoplasica mas

primitiva.

En el presente estudio se encontraron mas muestras que presentaron inmuno positividad para
MyoD1 que para miogenina. Sin embargo, segun el andlisis estadistico de esta muestra, no se
encontraron diferencias que mostraran que el tipo de anticuerpo expresado estuviera
relacionado al tipo de rabdomiosarcoma. Es importante recalcar que a pesar de que los
anticuerpos seleccionados tienen un grado aceptable de sensibilidad y especificidad, los
factores que corresponden a la neoplasia per se, como la evolucién, el sitio de localizacion, el
comportamiento biolégico, cambios epigenéticos entre otros seran preponderantes para el
grado y positividad de la inmunoreaccién en la muestra bioldgica tomada y que en todo

momento sera necesario realizar la correlacion histomorfolégica, clinica e imagenoldgica.

CONCLUSION

Podemos concluir que el rabdomiosarcoma es el tumor de tejidos blandos mas frecuente en la
edad pediatrica, que tiene una predileccion por el género masculino y como lo reporta la
literatura al momento del diagnostico los pacientes se encuentran en un estadio clinico
avanzado. Los reportes cientificos mencionan que el tipo embrionario es el mas frecuente, en
esta casuistica de pacientes del Bajio, de la misma manera, la mayoria de los casos

correspondieron a rabdomiosarcomas embrionarios, cabe destacar en relacion a los factores
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pronésticos que el tamafio de la neoplasia, asi como el estadio, la metastasis y las condiciones
sistémicas seran factores de mal pronéstico, una herramienta importante en estos tumores
como en la gran mayoria es evaluar los factores de comportamiento biolégico que incluyen las
caracteristicas histomorfolégicas, el grado de pleomorfismo tanto nuclear como celular, las
variaciones en la proporcién del citoplasma, el nacleo, los nucléolos, la diferenciacién celular,
asi como el indice de infiltracion a tejidos adyacentes que aunado a los anticuerpos especificos
permite mostrar de manera objetiva al oncélogo médico y quirdrgico como se esta comportando
el tumor, para que con base en esta evidencia objetiva se puedan tomar decisiones en relacion
al abordaje terapéutico basadas en evidencia médica cientifica, esto traerd como resultado que
tanto el tratamiento como el prondstico del paciente sea muy favorable desde todas las aristas.
Por lo que es necesario que se siga profundizando en la investigacién en estas neoplasias de
cabeza y cuello en donde la prevalencia e incidencia es baja, pero el reto diagndstico y de
tratamiento sigue siendo como hasta hace algunas décadas, sin que se pueda tener un avance
significativo en el abordaje terapéutico que sea altamente efectivo en controlar la enfermedad y

gue el indice de supervivencia se incremente.
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