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IV.- RESULTADOS.

Se han estudiado 45 RMSs seguidos clinicamente durante un intervalo de tiempo que
oscila entre los 5 y 172 meses (media=49.5348, DE=50.6798, mediana=52). Todos los
pacientes incluidos en este estudio fueron tratados homogéneamente segin el protocolo
terapéutico de la SIOQP vigente en el momento del diagnostico. En la tabla IV-1 se resumen

las caracteristicas clinicas, histoldgicas, citométricas e IHQ de la serie completa.

SEXO:
» Hombres: 29 {64%)
»  Mujeres; 16 _ (36%)
LOCALIZACION:
» Desfavorable: 28 (62%)
- Extremidades: 8 (18%)
- Retroperitoneo: 6 (13%)
- Intratoracicos: 0
- Cabeza y cuello: 5 {11%)
- Tronco y partes blandas: 0
- Periné; 0
- Cido: 0
- Senos paranasales: 9 (20%)
»  Favorable: 17 {38%)
- Orbita: 5 (11%)
- Paratesticular: 5 {11%)
- A. gastrointestinal: 0
- Prostata: 2 (4%)
- A. genitourinario: 5 (11%)
ESTADIO:
» 9 (20%)
» | 13 (29%)
» o m: 19 (42%)
» IV 4 (9%)
TIPO HISTOLOGICO:
> RMS bofrioide: 3 (7%)
» RMS de células fusiformes: 4 {9%)
» RMS embrionario: 24 (53%)
» RMS alveolar: 14 (31%)
PLOIDIA:
» Hiperdiploides: 30 {67%)
¥ Diploides: 6 {(13%)
»  Poliploides: 3 {7%)
>  Tetraploides: 5 {11%)
» No valorable: 1 (2%)
MIB-1:
»  =19%: 21 (47%)
> >19%: 24 (53%)

Tabla IV-l. RESULTADOS. Caracteristicas globales de los RMSs.
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IV.1.- RESULTADOS CLINICOS.

IV.‘ 01 Ol E.DAD.
La edad de los enfermos oscila entre 1 mes y 21 afios (media=9 afios, DE=5,8851,
mediana=8,5 afios), apreciandose en nuestra serie una distribucion bimodal, con un pico a

los dos afios y otro a los 14 (Fig IV-1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
EDAD (ANOS)

Fig IV-1. RESULTADOS. Distribucién de los RMSs segtn la edad.

La relacion estadistica de las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con la
edad de presentacion (< 8 afios, > 8 afios) aparece reflejada en la tabla IV-II. Con esta
estratificacion se conseguia una distribucion muy homogénea y el analisis estadistico puso

de manifiesto la ausencia de asociacion significativa entre la edad y el resto de los
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parametros clinicos e histologicos. Tampoco se detectd asociacion estadistica, si
estratificabamos la edad en 15 afios, y a diferencia de la estratificacion anterior, la
distribucion fue muy heterogénea (tabla TV-III). También, se intentd evaluar también la
posible conexion entre la edad estratificada en tres grupos (menor de ocho afios, entre 9 y
15 afios 6 mayor de 15 afios) y los parametros clinicopatologicos valorados en este estudio,
sin embargo el exceso de estratificacion no nos permitié valorar esta asociacion estadistica.
Se detecto asociacidn estadistica de la edad, al estratificar en 8 afios, con la supervivencia
(p=0.016481) como aparece reflejado en la fig. IV-2. La asociacion estadistica con la
supervivencia fue todavia mas fuerte si estratificabamos la edad en 15 afios {p=0.006759)
(Fig. 1V-3) (Tabla IV-III); con objeto de comprobar si se observaban diferencias
significativas en la supervivencia con algun grupo de edad en concreto, se estratificaron las
edades en tres poblaciones: menor de ocho afos, entre 9 y 15 afios 6 mayor de 15 afios. El
analisis con el test de Kaplan y Meier concluyé que la relacion con la supervivencia
(p=0.007247) (Fig.1V-4) era muy semejante a cuando consideradbamos la edad separando
mayores o menores de 15 afios, pero era superior a la asociacién estadistica de la
supervivencia con respecto a la edad cuando el punto de corte se establecio a los 8 afios
(p=0.016481) (Tabla IV-IV).

En la valoracion del ILE, el test de Kaplan-Meier demostro la relacion estadistica mas
significativa cuando se estratificaba la edad en mayor o menor de 8 afios (p=0.009896)
(Fig. TV-5). La asociacion descendié al estratificar la edad en los tres grupos ya
comentados (p=0.007247) (Fig.IV-6) y desaparecié la asociacion al distinguir mayores o

menores de 15 afios (Tabla IV-IV).
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Fig. IV-2. Supervivencia segun la edad (< 8 6 > de 8 aiios).
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< Se encuentran diferencias significativas de forma que la supervivencia es menor en nifios
mayores de 8 afios.
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Fig. IV-3. Supervivencia segun la edad (< 15 6 > de 15 afios).

% Se encuentran diferencias més significativas que en el grupo anterior. La supervivencia
disminuye en los nifios mayores de 15 afios.

P = 0.007247

100 %

80 %

60 % S
EDAD ENTRE9 y 15 ANOS
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Fig.IV-4. Supervivencia segtn la edad (menor de 8, entre 9-15 o mayor de 15 aiios).
% Se encuentran diferencias significativas: la supervivencia disminuye progresivamente desde los
nifios mayores de 8 afios, a los comprendidos entre 9y 15 afios a los mayores de 15 afios.

70



Resultados

100 % P = 0.009896
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Fig. IV-5. Intervalo libre de enfermedad segtn la edad (< 8 6 > de 8 aiios).
< Se encuentran diferencias significativas de forma que el ILE es menor en nifios mayores de

8 afios.
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Fig.IV-6. Intervalo libre de enfermedad segun la edad (menor de 8, entre 9-15 6

mayor de 15 afos).

<  Se encuentran diferencias significativas de forma que el ILE disminuye progresivamente
desde los nifios menores de 8 afios, a los comprendidos entre 9 y 15 afios y a los mayores
de 15 afios, aunque con menor significacién que cuando los estratificamos en dos grupos.

)
R

71

o



Resultados

'SEXO:

, o .
o Fomenine: 16 o Y Gotar | pe08354902
'LOCALIZACION: o
§Demeeds e 1SS g
o, | |

illlllifz 23 1353213343 13&‘3322 p=0.6612987
TIPO HISTOLOGICO: .,

o RS avemara U GTae | TsGrrewy | peosion2

Tabla IV-ll. RESULTADOS. Relacién estadistica de la edad (mayor o menor de 8 afos) con

diversos parametros clinicos e histolégicos.

% No se aprecid asociacion estadistica entre la edad {mayor 0 menor de 8 aflos) y el resto de
los parametros clinicos e histolégicos.

'SEXO:

< Hombres: 29
% Femenino: 16

25 (64.10%)

4 (66.66%)

'LOCALIZACION:

% Desfavorable: 28
§°:° Favorable :17

ESTADIO:
& LI 22
& MIV: 23

'TIPO HISTOLOGICO:
- %+ RMS embrionario: 31

§'3° RMS alveolar: 14

14 (35.90%) 2 (33.34%) p=0.7364410
SR soewe
pE s oo

Tabla IV-lll. RESULTADOS. Relacién estadistica de la edad {mayor o menor de 15 afios) con

diversos parametros clinicos e histolégicos.

)

parametros clinicos e histolbgicos.

% No se aprecié asociacién estadistica entre la edad (mayor 0 menor de 15) y el resto de los
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'SUPERVIVENCIA . p=0.016481

p=0.006759 p=0.007247

|
\‘
!
%

LE 0=0.009896 p=0.065752 p=0.024669

Tabla IV.IV. RESULTADOS. Relacién estadistica de la edad con la supervivencia y el
intervalo libre de enfermedad {ILE) en diferentes estratificaciones {Kaplan-Meier).

“+ Se ha observado una supervivencia significativamente menor en los nifios mayores de 15 anfos.
“+ Se ha observado un ILE significativamente mayor en los nifios menores de 8 affos,

iv.1.2.- SEXO.

En nuestra serie se observé una mayor incidencia en varones, con una relacién de 1.8:1
respecto a las mujeres (29 hombres/16 mujercs). No se demostrd asociacidén estadistica
significativa del sexo con ninguno de los pardmetros clinicos ¢ histolégicos valorados en
este estudio. Los resultados se expresan en la tabla IV-V. No se han observado tampoco
diferencias en la supervivencia (p=0.161069), ni en el ILE (p=0.604585) respecto al sexo

con el método de Kaplan-Meier.

LOCALIZACION:

< Desfavorable: 28 11(68.75%) 17 (5.62%) p=0.7267344
% Favorable:17 5(31.25%) 12 (41.38%)

ESTADIO:

@ 122 6(37.5%) 16(55.17%) p=0.5847758
e WHVE23 | 10({62.5%) 13(44.83%)

'TIPO HISTOLOGICO:

'+ Embrionario:31 12(75%) 19(65.51%) p=0.7467035
;% Alveolar:14 4(25%) 10{34.49%)

Tabla IV-V. RESULTADOS. Relacién estadistica del sexo con diversos parametros clinicos e

histoldgicos:

< No se aprecié asociacion significativa del sexo con la Jocalizacion, el estadio clinico y el tipo
histolégico.
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IV.1.3.- LOCALIZACION

La localizacion de los 45 casos que constituyen esta serie queda reflejada en la Tabla IV-I
y Fig IV-7. La localizacién mas frecuente fue la desfavorable (62%), y dentro de este
grupo, los senos paranasales fue la localizacion mas frecuente (9 casos-20%), seguida muy
de cerca de las extremidades (8 casos-18%). La localizacion favorable con 17 casos (38%)
estuvo distribuida de forma muy homogénea en tres grupos: aparato genitourinario, orbita

y region paratesticular (5 casos-11% cada una).

Retroperitoneo Cabezay cuello
13% 11%

Extremidades
18%

A.genitourinario
11% Otras

21%

Préstata
4%
Orbita

Paratesticular 1%

1%

Fig. IV-7. RESULTADOS. Distribucién de los RMSs seguin la localizacién.

La relacion estadistica entre las caracteristicas clinico-patolégicas y la localizacion
aparece reflejada en la tabla [V-VI. Aunque la localizacion desfavorable fue mas frecuente
en el tipo histologico alveolar, las diferencias no llegaron a alcanzar niveles de

significacion estadistica (p=0.0606304) (Fig. IV-8).
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RMS
. .
embrionario

RMS
alveolar

L.desfavorable L.favorable

Fig. IV-8, RESULTADQS: Distribucién del tipo histolégico segun la localizacion.

L

< Eltipo alveolar fue mas frecuente en localizaciones desfavorables aunque las diferencias
no fueron significativas.

La probabilidad de supervivencia (Fig.IV-9) fue menor en los casos con localizaciones
desfavorables, existiendo diferencias significativas (p=0.004423). Por ultimo, ¢l analisis
con ¢l test de Kaplan y Meier concluyd que ¢l ILE era menor para los casos con
localizaciones desfavorables, con diferencias también significativas aunque menores que
las detectadas con la supervivencia (p=0.027162).

El TLE fue menor en los casos con localizaciones desfavorables, con diferencias
significativas (p=0.027162) (Fig IV-10).

Los RMSs parameningeos y de extremidades tuvieron el peor pronostico de todos los casos
en localizaciones desfavorables. En nuestra serie estudiamos 17 RMSs con estas
localizaciones (9 parameningeos y 8 en extremidades) y de ellos fallecieron el 71% (12

pacientes) de los enfermos a pesar de ser solamente el 23% (4 casos) de tipo alveolar. Por

ultimo, se intentd evaluar también la posible conexidon entre la supervivencia (vivos y
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muertos) y las diferentes localizaciones desfavorables (tumores parameningeos y de
extremidades, otras localizaciones desfavorables), detectandose relacidon estadistica casi

significativa con la prueba y* (p=0.051465).

P = 0.004423

100 %
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Fig IV-9. Supervivencia segin la localizaciéon (localizacion desfavorable-localizacion
favorable).

% Se encuentran diferencias significativas de forma que la supervivencia es mayor en las
localizaciones favorables.

P = 0.027162
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Fig IV-10. Intervalo libre de enfermedad segun la localizacién (localizacién desfavorable-

localizacién favorable).

% Se encuentran diferencias significativas de forma que el ILE es mayor en las localizaciones
favorables.
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'ESTADIO

> 22 11 (39.28%) 11 (64.61%) p=0.1744913
> HHV:23 17 (60.72%) 6 (35.29%)

TIPO HISTOLOGICO

' » Embrionario:31 16 (57.14%) 15 (88.23%) p=0.0606304
>> Alveolar:14 12 (42.86%) 2 (11.77%)

Tabla IV-VI. RESULTADOS. Retfacion estadistica de la localizacién con diversos parametros
clinicos e histoldgicos.

% No se aprecio asociacion estadistica entre la localizacién y el estadio clinico y tipo histologico.
Sin embargo, se detecté predominio del tipo histoldgico alveolar en las focalizaciones
desfavorables.

IV.1.4.- ESTADIO CLINICO.

El estadio clinico mas frecuente resulté ser el 111 con 19 casos (42%), seguido del 1l con 13
casos {29%) y del Iy IV con 9 (20%) y 4 (9%) casos respectivamente (tabla [V-I) (Fig [V-
11). Para el estudio estadistico se estratificd el estadio clinico en dos grupos: el primero
constituido por los estadios I y 11, y el segundo por los estadios I1I y IV. De esta manera se
separaban los tumores localizados y los no localizados. Sin embargo, no se observo
relacion estadistica entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes y el
estadio clinico (Tabla IV-I1, IV-IIL, IV-V y IV-VI).

También se investigd la posible asociacién entre el estadio clinico estratificado en cuatro
(estadio I, II, I, TV) y tres grupos (estadio I-II, IIT y IV) con los diversos pardmetros

clinicopatolégicos valorados en este estudio, pero la estratificacién resultaba excesiva para

el nimero de casos.
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Estadio IV
Estadio |l 9%

42%

Estadio |
20%

Estadio Il
29%

Fg. IV-11. RESULTADOS. Distribucion de los RMSs por estadio clinico.

Posteriormente, estudiamos la relacion estadistica del estadio clinico con la supervivencia.
Cuando el estadio clinico se consideraba en cuatro grupos (I, II, III, IV) no se demostraba
asociacion estadistica con la supervivencia (p=0.363872). Se obtuvieron resultados
similares cuando estratificamos el estadio clinico en tres grupos, separando estadio I-II,
estadio III y estadio IV (p=0.564958) o en dos (I-1I/III-IV) (p=0.081055).

Finalmente, estudiamos la relacion estadistica del estadio clinico con el ILE. Cuando el
estadio clinico se consideraba en cuatro grupos (I, II, III, IV) se demostraba asociacion
estadistica con el ILE (p=0.001626) (Fig. IV-12). Cuando el estadio clinico se estratificaba
en tres grupos, separando I-II, estadio III y estadio IV, la asociacion estadistica con el ILE
fue todavia mas fuerte (p=0.000550) (Fig. IV-13). Por ultimo, se intentd evaluar también el
ILE estratificando el estadio clinico en dos grupos (I-I/III-IV), pero no se demostro

asociacion estadistica con el ILE (p=0.0611896).

78



Resultados

P = 0.001626
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Fig IV-12. Intervalo libre de enfermedad segun el estadio clinico dividido en cuatro grupos
(L I, 1, V).
< Se encuentran diferencias significativas de forma que el ILE es menor en los casos con estadio
mylv.

P = 0.000550
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Fig.IV-13. Intervalo libre de enfermedad segtn el estadio clinico dividido en tres grupos (I-ll,

1, 1v).

%+ Se encuentran diferencias significativas de forma que el ILE disminuye al aumentar el estadio
clinico.

iIV.1.5.- TIPO HISTOLOGICO.

La histologia de los 45 casos de esta serie est4 reflejada en la tabla IV-I y fig IV-14. El tipo
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histologico mas frecuente fue el RMS embrionario convencional (24 casos-53%). Dentro
de este grupo se encuentra una amplia diversidad histoldgica, de forma que la descripcion

morfologica de cada RMS embrionario es practicamente tinica e irrepetible.

RMS botrioide
8% RMS de
c.fusiformes
10%

RMS alveolar
35%

RMS
embrionario
47%

Fig IV-14. RESULTADOS. Distribucion de los RMSs segtin el tipo histolégico.

Histologicamente los RMSs embrionarios muestran un amplio espectro morfologico no
solo de tumor a tumor, sino también dentro de una misma neoplasia. El grado de
diferenciacion celular (lamina IV-I) es muy variable y oscila desde zonas en que hay
mucha células con marcada diferenciacion rabdomioblastica, constituidas por amplios
citoplasmas poligonales o alargados y eosindfilos, a areas en donde es extraordinariamente
dificil demostrar estd diferenciacion, destacando el parecido que puede tener este tumor
con otras neoplasias de c€lulas pequefias de la infancia. Por otra parte, los ntcleos de los
RMS embrionarios suelen ser pequefios y uniformes, con cromatina fina y pleomorfismo
nuclear. Sin embargo el pleomorfismo puede ser muy marcado en algunos casos,
planteando incluso un diagnostico diferencial con el RMS alveolar (Lamina IV-II). Por

ultimo, el estroma mixoide es una caracteristica del RMS embrionario pero la extension de
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las areas mixoides es muy variable de un caso a otro. En ninguno de nuestros tumores se
producia un patron mixoide puro, sino que siempre estaba entremezclado con éreas de
mayor densidad celular que en ocasionales eran las que predominaban (lamina TV-II1).

El tipo histologico alveolar se dio en 14 casos (31%). Nueve de estos casos mostraban un
aspecto histologico alveolar clasico. En este tumor, las células neoplasicas se disponen
alrededor de ejes de tejido conectivo, remedando tumores de estirpe epitelial, con una luz
central que frecuentemente esta ocupada por células gigantes multinucleadas (lamina [V-
IV). En los 5 casos restantes, los tumores tenian un patron multinodular, solido, con
grandes nidos tumorales, y citologicamente eran muy semejantes a los RMSs alveolares
convencionales (lamina TV-V).

El RMS embrionario variante botrioide se dio en 3 casos (7%), en toda nuestra serie y
mostraba un aspecto histologico y macroscépico caracteristico, con la clasica apariencia
polipoide y la tradicional “capa de cambio” subyante al epitelio del organo de origen
(lamina IV-VI). Por Gltimo, la variante fusiforme del RMS embrionario se observo en 4
casos y constituye el 9 % de los RMSs de nuestra serie. Este tumor es histologicamente
homogéneo, con elevada densidad celular, patron fusiforme y moderada atipia citologica
(lamina IV-VII).

No se demostré asociacion estadistica entre el tipo histologico y el estadio clinico
{(p=0.286268) ni ningtn otro de los parametros clinicos ya comentados (ver tablas IV-IL,
IV-1V, IV-V, IV-VI). Tampoco se demostro asociacion estadistica del tipo histologico con

la supervivencia (p=0.586661) ni con el ILE (p=0.648197).
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Lamina IV-l.- RMS embrionario mostrando grados variables de diferenciacién celular.

A.- Focos de células con moderada diferenciacion rabdomioblastica. Algunas células muestran
eosinofilos con ocasionales vacuolizaciones. B.- Muchas de las células presentan citoplasmas
amplios, poligonales o estrellados y muy eosindfilos. C.- Focos de células sin diferenciaciéon
rabdomioblastica. Las células son redondas, con citoplasma escaso.
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Lamina IV-II.- RMS embrionario mostrando grados variables de atipia nuclear.

A.- Detalle celular de un RMS embrionario convencional. Los ntcleos son pequerios, regulares
con cromatina finamente granular y pequefio nucléolo. B.- Detalle celular de un RMS embrionario
atipico. Los nucleos son grandes con cromatina granular gruesa y prominentes nucléolos.
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Lamina IV-lll. RMS embrionario mostrando grados variables de densidad celular.

A.- Panoramica de un RMS embrionario en el que se observa alternancia de areas mixoides con
otras de mayor densidad celular. B.- RMS embrionario con patrén predominantemente mixoide.
C.- RMS embrionario denso e hipercelular en el que no se aprecian areas mixoides.
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PRt AN L PN e
Lamina IV-IV.- RMS alveolar clasico.

A.- Panorémica de un RMS alveolar clasico. Los nidos celulares estdn separados por amplios
tabiques fibrosos. B.- Detalle celular de la figura anterior. Las células tumorales revisten cavidades
que recuerdan a alveolos y muestran marcada atipia. Se observan también abundantes células
gigantes. C.- Detalle celular de un RMS alveolar convencional con marcada disgregacion celular.
Se observa una intensa atipia citoldgica
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Lamina IV-V.- RMS alveolar sélido.

A .- Panordmica del RMS alveolar sélido en el que no se observa la arquitectura alveolar.
B.- Detalle celular de la figura anterior en la que se observa caracteristicas citolégicas similares a
las del RMS alveolar clasico.
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Lamina IV-VI. - RMS embrionario variante botrioide.

A .- Panoramica del RMS embrionario variante botrioide en la que se observa la clasica apariencia
polipoide del tumor con marcada degeneraciéon mixoide del estroma. B.- Detalle de la capa de
cambio de Nicholson y de la diferenciacion rabdomioblastica de las células neoplésicas.
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Lamina IV-VIl.- RMS embrionario variante de células fusiformes.

A.- Panoramica del RMS embrionario de células fusiformes en la que se observa el crecimiento
fascicular del tumor simulando un leiomiosarcoma. B.- Detalle celular del tumor anterior en el que
se observan las células fusiformes con citoplasma amplio y ntcleo hipercroméatico sin atipia franca.
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IV. 2.- RESULTADOS DE LA PLOIDIA.

En los 45 casos estudiados, el tipo de histograma por orden de frecuencia fue:
hiperdiploide en 30 casos (67%), diploide en 6 casos (12%), tetraploide en 5 casos (11%),
poliploide en 3 casos (7%) y no valorable en un caso (2%) (Fig IV-15). Se estudi6 la
asociacion de las caracteristicas clinicas e histologicas con la ploidia estratificando los

casos en hiperdiploides y resto.

Asi se observo una relacion estadistica significativa con la edad pero no con el resto de las

variables (Tabla IV-VII) (Fig.IV-16).

Hiperdiploides
67%

Diploides
13%

Tetraploides
1% Poliploides
7%

No valorable
2%

Fig. IV-15. RESULTADOS. Distribucién de los RMSs segun el tipo de histograma.
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i RESTO
P HPERDIPLOIDES

<8 afios >8 afios

Fig. 1V-16. RESULTADOS. Distribucion de la edad segun el tipo de histograma.

También se intentd evaluar la asociacion entre la ploidia estratificada en los cuatro
patrones valorados (Lamina IV-VIII) y los parametros clinicopatolégicos estudiados, sin
embargo, el exceso de estratificacion para esta serie no muy amplia impidid la valoracion

estadistica.

Se estudio la asociacion estadistica entre la ploidia y la supervivencia e ILE, por el método
de Kaplan-Meier (IV-VIII). Para ello se estratificaron los RMSs segin el tipo de

histograma de tres formas:
» Hiperdiploides y resto (30/14).
# Diploides y resto (6/38).
» Diploides, hiperdiploides, tetraploides y poliploides (6/30/5/3).

La supervivencia mas elevada la tuvieron los tumores tetraploides y en orden decreciente,
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los hiperdiploides, poliploides y diploides (p=0.000002) (Fig. IV-17). Cuando se
compararon los tumores hiperdiploides con el resto se obtuvo también una diferencia
significativa de la supervivencia a favor de los primeros (p=0.045147) (Fig. 1V-18),
mientras que no se demostré dicha asociacion cuando se compararon los diploides con el

resto (p=0.092642).

En el ILE solo se obtuvieron diferencias significativas cuando estratificamos la ploidia en
los cuatro grupos anteriormente comentados (p=0.000170). El ILE ma4s elevado lo tuvieron
los tumores tetraploides, seguidos en orden decreciente por los tumores hiperdiploides,
poliploides y diploides (Fig IV-19). Estos resultados se encuentran resumidos en la tabla

IV-VIIL

P = 0.000002
100 %

£
<
2 HIPERDIPLOIDE
>
E 60 % TETRAPLOIDE
‘ |
> IR
LLi
(=]
z 0% DIPLOIDE
=
=
= 20%
o)
&
s POLIPLOIDE
0 10 20 30 0 50 60 70

MESES

Fig.IV-17.- Supervivencia segin la ploidia (Hiperdiploides/ diploides/ tetraploides/
poliploides). Se encuentran diferencias significativas:

% Grupo de buen pronéstico constituido por los tumores tetraploides e hiperdiploides.
% Grupo de mal pronéstico constituido por los tumores diploides y poliploides.
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P=0.037762
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Fig. IV-18.- Supervivencia segun la ploidia (Hiperdiploides y resto).

% Se encuentran diferencias significativas de forma que los tumores hiperdiploides tienen mejor
pronéstico.

P = 0.027162
100 %

&
S
ES

LOCALIZACION FAVORABLEF

LOCALIZACION DESFAVORABLE
|

PROBABILIDAD DE INTERVALO
LIBRE DE ENFERMEDAD (%)

¥ 8

X ®
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Fig. IV-19.- Intervalo libre de enfermedad segun la ploidia (Hiperdiploides/ diploides/
tetraploides/ poliploides). Se encuentran diferencias significativas:

% Grupo con mayor ILE constituido por los tumores tetraploides e hiperdiploides.
< Grupo con menor ILE constituido por los tumores diploides y poliploides.
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EDAD:

» <de 8 anos:21 18(60%) 3(21.42%}) p=0.0370076
> >de 8 afos:23 12(40%) 11(78.58%)

SEXO:

» Hombre:28 9(63.33%) 9(64.28%) p=0.7798008
»  Mujer:16 11(36.37%) 5(35.72%)

LOCALIZACION:

# Favoarable:t7 14(46.66%) 3(21.43%) p=0.2014232
» Desfavorable: 27 16 (53.34%) 11(78.57%)

ESTADIO:

» 122 18(60%) 4(28.57%) p=0.1013098
> l-v:22 12(40%) 10(71.42%)

HISTOLOGIA:

» Embrionario:30 22(73.33%) 8(57.15%) p=0.5256457
» Alveolar:14 8(26.67%) 6(42.85%)

Tabla IV-VIl. RESULTADOS. Refacion estadistica entre la ploidia (hiperdiploides y resto) y
las caracteristicas clinico-patolégicas.

%+ No se aprecid asociacion estadistica significativa entre la ploidia y el sexo, localizacion,
estadio y tipo histolégico. Sin embargo, si se detectd con la edad, de forma que |os tumores
hiperdiploides predominan en nifios menores de 8 afos.

| EDAD
e <de8anos 1 {17%) 18 (60%) 1 {20%) 1 {33%)
¢ >de 8 afios 5 (83%) 12 (40%) 4 (80%) 2 (67%)
SEXO
¢ Mujer 2 (33%) 19 (63%) 2 (40%) 1 {33%)
*  Hombre 4 (67%) 11 (37%) 3 (60%) 2 (67%)
LOCALIZACION
e Favorable 1 (17%) 14 (47%) 1 (20%) 1 (33%)
¢ Destavorable 5 (83%) 16 (53%) 4 (80%) 2 (67%)
ESTADIO
e | 2 (33%) 8 (20%) 1 (20%)
e 1 (17%) 11 (37%) 1 (20%)
e I 2{33%) 10 (33%) 3 (60%) 3 (100%)
e IV 1 (17%) 3 (10%)
T. HISTOLOGICO
« RMS botrioide 3 (10%)
+ RMS de c. Fusiformes 1(17%) 3 (10%)
s RMS embrionario 2 (33%) 16 (53%) 2 (40%) 3 (100%)
o RMS alveolar 3 (50%) 8 (27%) 3 (60%)

Tabla IV-VIII. Caracteristicas clinicas e histologicas de los RMSs segun el tipo de

histograma.

< El porcentaje de tumores hiperdiploides era mas elevado en los nifios <de 8 afios que en los
mayores de esta edad en donde la distribucidn por histogramas era mas heterogénea.

% El porcentaje de mujeres era mas elevado en los tumores hiperdiploides que en el resto.

% Entodos los tipos de histograma la localizacion desfavorable era [a predominante.

“ En todos los tipos histolégicos predomind el histograma hiperdiploide pero de forma mas
significativa en 1o0s RMSs con histologia favorable.
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perdiploide Diploides- Hiperdiploides-Diploides-

Resto Resto Poliploides-Tetraploides
SUPERVIVENCIA p=0.045147 p=0.092642 p=0.000002
ILE p=0.072811 p=0.176799 p=0.000170

Tabla IV-IX. RESULTADOS. Relacion estadistica de la ploidia con la supervivencia y el ILE
en diferentes estratificaciones (Kaplan-Meier).

Lamina IV-VIIl. Ejemplos de histogramas.:
A.- Hiperdiploide. B.- Tetraploide. C.- Diploide. D.- Poliploide.
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IV. 3.- RESULTADOS DEL iNDICE DE PROLIFERACION CELULAR.

El estudio IHQ de la actividad proliferativa analizado mediante el Ac MIB-1, demostré que
el IPC era bajo (< 19%) en 21 casos (46.66 %) y alto (> 19%) en 24 casos (53.34%). Se
estudio la asociacion de las caracteristicas clinico-patolégicas y ploidia de los casos con
el IPC y no se encontr significacion estadistica en las mismas (Tabla IV-IX), pero si una
tendencia a la relacion entre el tipo histologico y el IPC que no llego a tener significacién
estadistica (Fig. IV-22).

Sin embargo, si se detectd asociacién estadistica significativa del IPC con la

supervivencia (p=0.006847) (Fig IV-20) y el ILE (p=0.004602) (Fig IV-21).

Embrionario
E.Fusiforme 48%

E.Fusiforme

Botrioide
14%

Alveolar
38%

Alveolar
24%

IPC<19% IPC>19%

Fig IV-22. RESULTADOS. Distribuci6n del tipo histol6égico segun el IPC:

* IPC<19%: Se observa un predominio relativo de las formas histolégicas con buen pronéstico:
embrionario botrioide (100% de los casos) y embrionario de células fusiformes (75% de los
casos).

% IPC>19%: Se observa un predominio absoluto de las formas histolégicas con pronéstico
intermedio (58.33% de todos los RMSs embrionarios) y pronéstico adverso (64.28% de todos
los RMSs alveolares).
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P = 0.006847
100 %

80 % ] o MIB-1<=19

60 %

40 % MIB-1 > 19

——

20 %

PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA (%)

0 %

0 10 20 30 40 50 60 70
MESES

Fig. IV-20. Supervivencia segun el IPC (< 6 > 19%).

* Se encuentran diferencias significativas, la supervivencia disminuye en los tumores con
mayor IPC.

P = 0.004602
100%,

80 % MIB1< =19

60 %

MiB1>19

20 %

PROBABILIDAD DE INTERVALO
LIBRE DE ENFERMEDAD (%)

3

R

0 %

0 35 10 15 20 25 30 35 40 45 50
MESES

Fig. IV-21. Intervalo libre de enfermedad segtin el IPC (< 6 >19%).

* Se encuentran diferencias significativas, el ILE disminuye en los tumores con mayor IPC.
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> <8 afos22

11 (52.38%)

11 (45.83%)

'$ - 8afos:23 10 (47.62%) 13 (54.16%) 764590

. SEXO:

'» Hombre:29 15 (71.42%) 14 (58.33%)
i»  Mujer:16 6(28.58%)  10(41.66%) p=0.5537096 !
- LOCALIZACION: ’
> Favorable:16 11 (52.38%) 6 (25%)

> Desfavorable:28 10 (47.62%) 18 (75%) p=0.1093463

| ESTADIO:

> 22 13(61.91%) 937.5%)
> W-vi23 8 (38.09%) 15{62.5%) p=0.8764590
' TIPO HISTOLOGICO ‘
. » Embrionario:31 16 (76.17%) 15(62.46%)

> Alveolartd 5 (23.83%) 9(37.54%) . . p=0.5121564

- PLOIDIA:

' » Hiperdiploide:30 15 {75%) 15 (62.5%)
> Resto:14 5 (25%) 9(37.5%) . . p=0.7324582 .

Tabla IV-X. RESULTADOS. Relacion estadistica del IPC {mayor o menor de 19%) con
diversos parametros clinicos, histolégicos y ploidia.

*

*
*
#

El porcentaje de tumores con IPC < 19% fue mayor en los nifios < de 8 afios.
En los RMS3s con localizaciones desfavorables era mayor el porcentaje de tumores con

IPC>19%.

Todos los tumores en estadio IV tuvieron un IPC>19%.
En los RMSs con patron histoldgico favorable (botricide y de celulas fusiformes) y
desfavorable (alveolar) predominé el IPC<19% y >19% respectivamente.

IV. 4.- ESTUDIO ESTADISTICO MULTIVARIABLE.

Tras el andlisis de asociacién "cruda" (prueba x°) entre los pardmetros clinicos,

histologicos, citométricos ¢ THQ, es necesario analizar las variables conjuntamente para

valorar su asociacién, y cuantificar la posible confusién que pueden ejercer algunas sobre

otras. Para ello, se planted ¢l modelo multivariable de regresion de Cox (modelo de riesgo

proporcional), con las variables: edad, localizacién, ploidia e IPC para la supervivencia y

edad, localizacion, estadio, ploidia e I1PC para el ILE.

Tras el analisis multivariante de riesgos proporcionales, 2 factores (ploidia y localizacion)
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presentaron influencia prondstica independiente con la supervivencia (Tabla IV-X) y 3
factores en el ILE (ploidia, edad y estadio) (Tabla I'V-X]).

El que el valor p correspondiente a la ploidia sea significativo (p=0.00171 para la
supervivencia y p=0.01342 para el ILE) mientras que los IC de cada una de las categorias
por separado incluya el valor I, es debido a que el valor p esta estimado conjuntamente.
Una posible interpretacion es que globalmente la ploidia tiene un efecto

Significativo, mientras que no tenemos potencia para ver el efecto de cada una de las

categorias por separado.

LOCALIZACION 424 1.23-14.63 p=0.02094

HIPERDIPLOIDE 0.28 0.11-0.72
p=0.00171
TETRAPLOIDE 0.31 0.06-1.49

Tabla IV-X.- Regresion de Cox comparando las variables con la supervivencia.
Modelo : y’=15.177781, p=0.00183.

EDAD 4.10 1.61-10.41 p=0.00314
ESTADIO 1.70 1.03-2.79 p=0.03450
HIPERDIPLOIDE 0.72 0.29-1.81

p=0.01342
TETRAPLOIDE 0.84 0.21-3.36

Tabla IV-XI.- Regresién de Cox comparando las variables con el ILE.
Modelo y2=13.33130; p=0.00144.
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V.- DISCUSION.

V.1.- CARACTERISTICAS CLINICAS.

V.1.1.- EDAD.

La edad es un factor pronodstico de maxima importancia en dos tumores infantiles, el
neuroblastoma y la LLA. Desde hace tiempo se sabe que los neuroblastomas en nifios
menores de | afio tienen un prondstico favorable (Breslow, 1971; Kinnier-Wiison, 1974),
al contrario de 1o que ocurre en la LLA en donde esta misma edad sugiere un prondstico
desfavorable (Reaman, 1985; Hammond, 1986).

En otros tumores predominantemente infantiles como el RMS, los resultados han sido
menos concluyentes; sin embargo, todos los estudios confirman que los RMSs de la
infancia presentan unos rasgos clinico-patolégicos y un comportamiento biolégico
distintos a los de los adultos. En estos Gltimos, la enfermedad, caracteristicamente, muestra
factores pronosticos desfavorables (La Quaglia, 1994) como son la presentacién en
estadios clinicos avanzados, las localizaciones desfavorables vy el predominio de subtipos
histoldégicos mas agresivos en el momento del diagndstico. En los RMSs del adulto, la
enfermedad cursa con mayor agresividad y la respuesta frente a la terapia multimodal es
poco satisfactoria (Lloyd, 1983; De Jong, 1987, Miettinen, 1988, Prestidge, 1989; Nakleh,
1991; La Quaglia, 1994). Por este motivo en nuestro estudio hemos seleccionamos una
poblacion homogénea de RMSs, con todos los enfermos por debajo de los 25 afios de edad.
La distribucion por edades de nuestra serie es totalmente superponible a la de otros trabajos
(Tsokos, 1992; La Quaglia, 1994, Enzinger, 1995) en los que tipicamente adopta un patron
bimodal con un primer y segundo pico alrededor de los dos y 14 afios respectivamente

(Fig IV-1).
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Tan solo en una publicacidn previa, con una serie amplia, de RMSs se investiga la
asociacion de la edad con todos los demas factores clinicos analizados en nuestra serie (La
Quaglia, 1994). En este trabajo se demuestra una relacion significativa de la edad con la
localizacion y el estadio T del tumor, a diferencia de lo que ocurre en nuestro estudio. Esta
disparidad posiblemente se explique por las diferencias en el sistema de estadios clinicos
empleado, y en la estratificacion aplicada a la edad en las dos series. En la nuestra, hemos
utilizado el sistema de estadios clinicos establecido por el IRS (tabla I-XI y I-XIII}
(Maurer, 1975; Lawrence, 1987) que es una medificacion del sistema TNM; en tanto que
en la serie citada (La Quaglia, 1994) se emplea el sistema TNM. Ademas, nuestra serie esta
constituida exclusivamente por RMSs infantiles y consideramos la edad de forma
cualitativa en dos categorias que son menor o mayor de 8 afios, mientras que La Quaglia
(La Quaglia, 1994) estudia una serie de RMSs heterogénea, constituida por adultos y nifios,
y considera la edad como una variable cuantitativa continua.

En nuestro estudio no hemos observado relacion significativa entre la edad del paciente en
el momento del diagnéstico y el tipo histologico (Tabla IV-1I), lo que no concuerda con
algunos trabajos previos (Caillaud, 1989; Tsokos, 1992; La Quaglia, 1994; Wijnaendts,
1994; Harms, 1995; Coffin (A), 1997), en los que el tipo histolégico alveolar se asocia a
una edad media superior a la del tipo embrionario. En nuestra serie la edad media del RMS
alveolar (9.6 afios) es solo ligeramente superior a la del embrionario (8.4 afios).

Uno de los resultados mas interesantes del presente estudio es la asociacion significativa
entre el tipo de histograma de la ploidia y la edad, de forma que el analisis estadistico puso
de manifiesto que los RMSs hiperdiploides se asociaban de forma significativa con la edad

inferior a 8 afios. El hecho de que ademas los RMSs hiperdiploides se asocien a un mejor
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comportamiento clinico, podria sugerir que los RMSs en nifios menores de 8 afios tienen
un origen biologico diferente o mecanismos diferentes de progresidn tumoral. Sin
embargo, con los datos actuales no podemos asegurar si los RMSs en nifios menores de
ocho afios tienen una menor agresividad por ser tumores hiperdiploides o, por el contrario,
si la mayor supervivencia es un reflejo de una mejor tolerancia y respuesta a la
quimioterapia en estos enfermos. En un trabajo reciente que valora ambos parametros no se
ha encontrado que la ploidia se asocte a la edad (De Zen, 1997) y no tenemos constancia de
que ningun otro estudio haya evaluados esta asociacion.

Nuestros resultados demuestran que la edad en el momento del diagnostico es un factor
prondstico de gran importancia. Si ya la asociacion de la edad con la supervivencia resultd
ser estadisticamente muy significativa cuando la estratificamos en dos grupos (mayores y
menores de ocho afios) (Fig. 1V-2), lo fue mas aun cuando la estratificamos en tres
{menores de ocho afios, entre nueve y 15 afios y mayores de 15 afios) (Fig. IV-4). Hay que
resaltar el hecho de que todos los nifios mayores de 15 afios fallecian antes de transcurridos
30 meses desde el primer diagnostico. Ademas este grupo de pacientes de mas de 15 afios
de edad, presentaba una gran heterogeneidad en el resto de los factores prondsticos y, lo
que es aun mas sorprendente, estos restantes parametros clinicos no eran tan desfavorables
como cabria esperar. A la vista de estos resultados cabe sugerir que la edad superior a los
15 afios puede ser un factor pronostico adverso con valor independiente, lo que no hemos
podido demostrar estadisticamente en nuestro estudio multivariable al no disponer de una
muestra lo suficientemente amplia.

Segun nuestros resultados, parece claro que en los RMSs infantiles la estratificacion de la

edad con fines prondsticos es mas adecuada en los tres grupos definidos anteriormente ya
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que esto nos permite identificar a un grupo de nifios con prondstico extremadamente malo,
constituido por los mayores de 15 afios.

La mayor parte de los estudios previos no han encontrado diferencias significativas en el
pronéstico segin la edad (Ragab 1986; Maurer 1988, Maurer 1993, Mameghan 1993,
Wijnaendts, 1993; Wijnaendts 1994, Niggli, 1994; Crist, 1995; De Zen, 1997). Por el
contrario, en otros estudios recientes si aparece la edad como factor pronostico en el RMS
(Crist, 1990; Kilpatrick, 1994; La Quaglia, 1994, Andrassy, 1996).

En nuestro estudio, asi como en el de Kilpatrick (Kilpatrick, 1994), se ha demostrado que
los RMSs en nifios menores de 8 y 10 afios respectivamente, tienen mejor pronéstico. En
otro de estos estudios (Crist, 1990), se estratifica la edad en tres grupos y el prondstico mas
favorable es para el grupo de edad intermedia. Pensamos que las diferencias con nuestros
resultados pueden ser debidas a la diversidad de criterios para estratificar la edad y a la
heterogeneidad de las series; nosotros determinamos los puntos de corte con mayor
significado estadistico que fileron 8 y 15 afios; mientras que en la serie antes citada, los
puntos de corte fueron 6 y 10 afios (Crist, 1990).

Por tltime, nuestro resultados son dificilmente comparables con las otras dos series en que
Ja edad tiene valor pronéstico, al considerar éstas la edad como variable continua o por
valorar unicamente RMSs de extremidades {La Quaglia, 1994, Andrassy, 1996).

La influencia de la edad en el ILE esta insuficientemente estudiada en el RMS, pero es
muy probable, como se ha demostrado en otras series (Rodary, 1988; Reboult-Marty,
1991; La Quaglia, 1994) y en la nuestra, que exista una influencia significativa de la edad
en dicho TLE (Fig. IV-5). En nuestros resultados el ILE se incrementa al disminuir la edad,

al igual que ocurre con la supervivencia, lo que sugiere que la aparicion de recidivas tiene
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una influencia decisiva en la supervivencia como consecuencia del fracaso terapentico.

Finalmente en nuestro estudio multivariable, se ha demostrado una influencia significativa
de la edad, empleada como variable categérica mayor o menor de 8 afios, en el ILE. No
podemos comparar nuestros resultados con los de otras series puesto que hasta ahora no ha
habido ningtn estudio multivariable que investigué st la edad es un factor pronostico
independiente respecto al ILE. Unicamente hay un estudio estadistico multivariable
realizado por La Quagha (La Quaglia, 1994) en el que se detecta una asociacion estadistica

independiente entre 1a edad y la supervivencia.

V.1.2.- SEXO.

La distribucion por sexo de los RMSs estudiados en nuestra serie coincide con la publicada
en la literatura (Newton, 1988; Maurer, 1988; Molenaar, 1988; Rodary, 1988; Caillaud,
1989; Reboult-Marty, 1991; Shapiro, 1991; Maurer, 1993; Enzinger, 1995; De Zen, 1997)
y evidencia que el RMS es una neoplasia mas frecuente en varones (razon H/M=1.8).
Nuestro anahsis no detectd asociacion estadistica entre el sexo y el resto de parametros
clinicos (tabla TV-TI1 y TV-V). Estos resultados no podemos compararios con los de otras
series puesto que hasta ahora no se ha llevado a cabo ninglin otro estudio que valore esta
asociacion,

No obstante, segin algunos autores (Newton, 1988, Molenaar, 1988; Caillaud, 1989;
Enzinger, 1995) existe un predominio del RMS embrionario en el sexo masculino, pero
esta asociacion no ha sido demostrada estadisticamente. Cuando comparamos la
distribucion del tipo histolégico segiin el sexo en nuestra serie apreciamos que: a) el tipo

histologico predominante en los dos sexos es el embrionario; b) el porcentaje de varones y
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hembras con RMS embrionario es del 66% y 75% respectivamente; ¢) el porcentaje de
varones y hembras con RMS alveolar es de 34% y 25% respectivamente y d) no
encontramos asociacion estadistica entre el sexo y el tipo histolégico, como en la mayoria
de las sertes publicadas en la literatura.

Por dltimo, el analisis de la relacion entre el sexo y el prondstico en el RMS, no ha
proporcionado resultados estadisticamente significativos en nuestra serie al igual que
ocurre en la mayoria de las publicaciones. Existe solo un estudio de la SIOP (Rodary,
1988), constituido por 281 RMSs infantiles no metastasicos en el que se demuestra que el

sexo es un factor prondstico independiente y mas adverso para las nifias.

V.1.3.- LOCALIZACION.

En el presente estudio se clasificaron los RMSs en funcion de su lugar de origen en dos
grupos: localizacion favorable y localizacion desfavorable (tabla I-XI), siguiendo un
sistema de clasificacion ampliamente aceptado (Sutow, 1970; Raney, 1981; Gehan, 1981,
Tsokos, 1992); sin embargo, los sistemas de clasificacion empleados por otros autores
(Rodary, 1988; Caillaud, 1989; Wijnaendts, 1994; La Quaglia, 1994; De Zen, 1997) son
heterogéneos.

La distribucién de nuestros RMSs en funcion de la localizacion, es superponible a la de
otras series (Wijnaendts 1994, De Zen 1997, Tsokos 1992), con un acusado predominio de
los tumores localizados en cabeza y cuello (45%), seguidos de la localizacién en
extremidades (17.77%) y aparato genitourinario (15.55%). Tan s6lo observamos en nuestra
serie un porcentaje ligeramente mayor de RMSs en las extremidades y un menor niimero

de RMSs genitouriartos, con respecto a otros trabajos (Rodary, 1988; La Quaglia, 1994).
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Con respecto a la relacion entre la localizacion y el resto de pardmetros clinicos, nuestros
resultados no reflejan ninguna asociacion estadisticamente significativa. En lo que
conocemos ningun estudio ha analizado la asociacion de la localizacidon con el resto de
parametros clinicos.

La asociacion de 12 localizacidn con el tipo histoldgico no es estadisticamente significativa
(Tabla IV-V, IV-V1 y fig. 1V-8), aunque st existe una tendencia a dicha relacion, de forma
que hemos observado un mayor porcentaje de RMSs embrionarios en localizaciones
favorables (88%) y hemos comprobado que, en las localizaciones desfavorables, el tipo
histolégico predominante es también el embrionario pero en una menor proporcion (57 %).
Sin embargo, existen tres publicaciones previas, con series amplias y estudios estadisticos
multivariables, que detectan asociacion estadistica entre la localizacion y el tipo
histologico (Caillaud, 1989; Andrassy, 1996; De Zen, 1997).

En cuanto al valor pronostico de la localizacion, se halla bien reconocido en la literatura
(Sutow, 1970; Neifeld, 1979, Gehan, 1981; Lawrence, 1987, Maurer, 1988, Rodary, 1988,
Caillaud, 1989, Crist, 1990; Rodary, 1991; Tsokos, 1992; Wijnaendis, 1994, Newton,
1995; Nakanishi, 1997) y en algunos trabajos aparece como el marcador pronoéstico mas
importante (Rodary, 1988). En nuestra serie encontramos también una  asociacton
estadistica muy significativa con la supervivencia (fig IV-9) y el ILE (fig IV-10). Estos
resultados son semejantes a los obtenidos por otros autores, aun cuando los datos
procedieran de diferentes esquemas de clasificacion segun la localizacion.

Es de resefiar que el nexo entre localizacion favorable/RMS embrionario/buen prondstico
aparece confirmado en nuestra serie y en la practica totalidad de los estudios publicados

(tabla TV-VI y fig IV-9). Sin embargo, esta asociacion no es tan clara en los RMSs con
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localizaciones desfavorables, especialmente los RMSs parameningeos (Rodary, 1988,
Caillaud, 1989, Wijnaendts, 1994) y de extremidades (Gehan, 1981; Andrassy, 1996) en
donde la localizacion determina el prondstico independientemente del tipo histologico.
Estos resultados, que sefialan un peor pronostico para los tumores parameningeos y de
extremidades, se confirmaron por nosotros, lo que podria justificar que el tipo histologico
no sea un factor prondstico en nuestra serie y sea la localizaciéon desfavorable del tumor lo
que determine el mal pronostico de nuestros RMSs,

De cualquier forma, parece claro que en los RMSs la localizacion aporta informacion
pronostica, como queda demostrado en el estudio estadistico multivariable de nuestra serie,
en el que la localizacion aparece como un factor pronostico independiente en la
supervivencia pero no en el ILE. Pensamos que el valor prondstico de la localizacion en el

ILE queda enmascarado por la edad, como posible factor de confusion.

V.1.4.- ESTADIO.

El estadio clinico, que es un marcador pronéstico muy importante en el RMS segin otras
series (Donaldson, 1984; Lawrence, 1987, Rodary, 1988; Reboult-Marty, 1991; Gansey,
1991; Winaendts, 1994; Crist, 1995; Newton, 1995), no mostro en la nuestra relacion
significativa con la supervivencia, aunque si con el ILE (Fig IV-12 y IV-13).

Segun algunos de los estudios citados, el comportamiento bioldgico de los RMSs infantiles
varia segun la localizacion y el tipo histologico del tumor, ain cuando presenten un mismo
estadio clinico (Lawrence, 1987; Rodary, 1988, Maurer, 1993), de forma que tumores con
estadio clinico “favorable” pueden presentar una mala respuesta al tratamiento y a la larga

una evolucion fatal o a la inversa (Pappo (B), 1995).
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Aunque hay algunos trabajos en los que el estadio clinico no se asocia significativamente
con el prondstico (De Zen, 1997), en la mayoria de los estudios publicados, aparece como
variable pronoéstica independiente (Donaldson, 1984; Lawrence, 1987, Rodary, 1988;
Reboult-Marty, 1991; Gansey, 1991; Wijnaendts, 1994; Crist, 1995; Newton, 1995). En
este sentido nuestra serie es equiparable a otra, de tamafio similar (De Zen, 1997), en la
que el estadio clinico tampoco tiene valor pronéstico, La presente serie no es tan ampha
como la de los grandes comités internacionales, que han detectado dicha asociacion y el
numero de tumores en estadio I y I'V representa solamente el 10% del total de los casos (9
(20%) y 4 (9%) casos respectivamente). Ademas, en nuestra serie se produce una fuerte
asociacion del estadio I con el tipo histologico alveolar (100% de los casos), lo que podria
justificar el pronostico mas adverso de dicho estadio I, asi como la falta de significacion
pronostica independiente del estadio clinico en la supervivencia. Ahora bien, pensamos
que estos resultados podrian corregirse aumentando el tamafio de la serie o bien
prolongando el seguimiento de los pacientes, como se demuestra a continuacion.

Al analizar el ILE hemos pretendido suplir parcialmente la falta de seguimiento clinico
adecuado en nuestros casos mas recientes. En efecto, puesto que en el RMS las recidivas
locales se producen de forma precoz y reflejan la mala respuesta al tratamiento, nuestros
resultados indican una elevada relacion estadistica entre el ILE y el estadio clinico, que
ademas mantuvo una significacion independiente en el estudio estadistico multivariable.
Un solo estudio (Rodary, 1988) ha demostrado al igual que el nuestro, la influencia del

estadio clinico en ¢l ILE de los RMSs,
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V.1.5.- TIPO HISTOLOGICO.

La distribucion por tipo histolégico de los RMSs de nuestra serie, con un moderado
predominio del RMS embrionario (31 casos-69%), es totalmente superponible a lo
descrito en la literatura (Newton, 1988; Wijnaendts, 1993; Newton, 1995; De Zen, 1997).
Estos resultados nos permiten deducir, que no se han producido defectos en la aplicacion
del sistema de clasificacidn histologica.

Como ya se ha comentado, hay estudios que indican una estrecha relacion del tipo
histologico con la edad (Caillaud, 1989; Tsokos, 1992; La Quaglia, 1994; Wijnaendts,
1994; Coffin (A), 1997, Harms, 1995) y la localizacion (Caillaud, 1989; Andrassy, 1996;
De Zen, 1997). Sin embargo, el analisis de nuestros resultados no reveld una asociacion
estadisticamente significativa entre el tipo histologico y los otros parametros clinicos
valorados en este estudio, pero si se detecté una tendencia a la asociacién con la
localizacion que no lleg6 a ser estadisticamente significativa.

Aunque hay estudios que indican una estrecha relacion entre tipo histoldgico y prondstico
(Enzinger, 1969, Sutow, 1970; Harms, 1995; Newton, 1988; Tsokos, 1992, Mameghan,
1993; La Quaglia, 1994; Wijnaendts, 1994; Newton, 1995); en otros muchos trabajos
(Jaffe, 1973; Marsden, 1976, Gehan, 1981; Bale, 1983, Suder, 1986; Rodary, 1988; De
Zen, 1997), entre ellos ¢l nuestro, no se demuestra esta asociacion ¢on la supervivencia ni
con ¢l ILE. Pensamos que esta disparidad puede ser debida a la gran heterogeneidad
regional del tumor, a la diversidad de clasificaciones histologicas empleadas y, sobre todo,
a la falta de criterios morfologicos estrictos para separar los diferentes tipos histologicos
(Horn, 1958, Palmer, 1981, Newton, 1988, Caillaud, 1989; Tsokos, 1992; Newton, 1995).

La principal utilidad del nuevo sistema de clasificacion, propuesto por el IRS (Newton,
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1995) y que ha sido el empleado en este estudio, es la categorizacion de los RMSs segtin su
valor prondstico, pero una importante limitacion de este y otros sistemas de clasificacion
es, como ya hemos comentado anteriormente, la ausencia de una definicién correcta,
detallada y precisa de todos los tipos histologicos. Por otra parte, todavia esta por
comprobar si al aplicar esta nueva clasificacion los patdlogos no expertos, existe una
adecuada concordancia y una efectiva relacion con el pronostico.

De cualquier forma, parece claro que el estudio del tipo histologico con fines pronésticos
sigue siendo complejo a pesar del creciente interés por parte de diferentes comités
coordinadores internacionales por unificar criterios y crear una clasificacion histologica
universal {Gerson, 1978; Flamant, 1984, Flamant, 1985; Rodary, 1988, Maurer, 1988;
Newton, 1988; Caillaud, 1989; Crist, 1990; Maurer, 1993). En este trabajo hemos utilizado
los criterios de la nueva clasificacion internacional (Newton, 1995) aunque con algunas
aportaciones que pensamos pueden contribuir a tipificar correctamente a los RMSs y que
no estan suficientemente descritas en la literatura. La clasificacion y criterios empleados en

nuestro estudio fueron:

» RMS con buen pronoéstico.

+ RMS EMBRIONARIQ BOTRIOIDE: En nuestra opinion el RMS embrionario
botrioide es una entidad bien establecida y facilmente separable, desde el punto de
vista histologico y macroscapico, del resto de los RMSs. El aspecto histoldgico en
los tres casos de nuestra serie fue similar a lo descrito previamente por otros autores
(Horn, 1958; Tsokos, 1992; Asmar, 1994; Newton, 1995). Todos los casos fueron

tumores polipoides y poco celulares, que estaban localizados en ia submucosa y

109



mostraban una densa lamina de células tumorales debajo del epitelio del érgano de
origen (dos en vejiga y uno en nasofaringe). Esta lamina conocida como capa de
cambio de Nicholson (Nicholson, 1950) en ocasiones era focal. E! estroma fue
laxo, edematoso y con frecuente degeneracion mixoide (lamina IV-VI).
Citologicamente los RMSs botrioides de nuestra serie estaban constituidos por
células fusiformes u ovoideas, poco atipicas, con diferenciaciéon rabdomioblastica
pero sin estriaciones llamativas. La edad media en nuestra serie fue de 3.1 afios y
los estadios clinicos fueron variados (Tabla V-III). Todos nuestros casos estan
vivos y sin evidencia de enfermedad a pesar de que uno de ellos, localizado en el
cavum, se diagnosticé en estadio IT1. Finalmente pensamos que la separacion del
RMS embrionario botrioide esti justificada, pues su localizacion, histologia y
pronostico confirman la conveniencia de conocer adecuadamente este tipo de
neoplasia.

RMS EMBRIONARIO DE CELULAS FUSIFORMES: Las peculiaridades del
RMS embrionario de células fusiformes son histoldgicas y de comportamiento. El
aspecto histologico de los cuatro casos de nuestra serie fue similar al descrito
recientemente en la literatura (Cavazzana, 1992; Leuscher, 1993; Newton, 1995).
Histolégicamente los tumores de nuestra serie fueron densos, con un crecimiento
difuso, y estaban constituido por células ligeramente pleomorficas y fusiformes. El
aspecto citologico y el patron de crecimiento recordaba al del leiomiosarcoma
(Cavazzana, 1992; Leuscher, 1993) (lamina IV-VII). Estas células tenian marcada
diferenciacion rabdomioblastica con citoplasmas amplios, fuertemente eosinofilos y

estriaciones transversales frecuentes. Los nicleos presentaban nucléolo ocasional,
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cromatina granular y una atipia nuclear y mitosis variables. El estroma fue escaso
y rico en colageno en todos los casos. La edad media fue de 7.3 afios y los estadios
clinicos (Tabla V-III) y la localizacion fue variable (dos casos en vejiga y otros dos
en region paratesticular). Todos nuestros casos estan vivos, aunque dos de ellos de
reciente evolucion no estan libres de enfermedad. El mejor comportamiento
biolégico de este subtipo de RMS embrionario justifica su separacion como entidad

en la nueva clasificacion histologica internacional (Newton, 1995).

» RMS con pronéstico intermedio.

L

RMS EMBRIONARIO CONVENCIONAL: Histologicamente es un tumor muy
polimorfo, con crecimiento difuso e infiltrativo, constituido por c€lulas con atipia y
grado de diferenciacion variable. La morfologia de las células es muy variable, en
ocasiones predominan las formas alargadas o estrelladas con diferente grados de
diferenciacion rabdomioblastica (lamina IV-I). Otras veces predominan las células
redondas, pequefias, sin apenas diferenciacion rabdomioblastica. Es caracteristico el
polimorfismo celular, de modo que se mezclan los diferentes tipos de células en
diferentes areas del tumor. Un hecho practicamente constante, aunque a menudo
focal, es la degeneracién mixoide del estroma (lamina IV-IIl). La presencia de
degeneracion mixoide en el estroma, el patron de crecimiento difuso, no nodular,
asi como la condensacion celular multifocal han sido los principales criterios que
hemos empleado para clasificar al RMS como embrionario y diferenciarlo del RMS
alveolar solido (Tabla V-I). En cuanto a las caracteristicas nucleares, la cromatina
es mas fina y el nicleo mas pequefio que en el RMS alveolar, de forma que la atipia

nuclear nunca es tan importante como en este Gltimo (lamina I'V-II). La edad media
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de los 24 casos de nuestra serie fue de 14.8 afios y la localizacion y estadio clinico
(Tabla V-I) fueron muy variables, aunque con un claro predominio del estadio 111
(54%). La supervivencia fue del 46% y 17% a los dos y cinco afios
respectivamente.

> RMS con prondstico adverso.

¢ RMS ALVEOLAR: La variante clasica del RMS alveolar es facil de identificar y

esta perfectamente descrita en la literatura (Horn, 1958, Caillaud, 1989; Tsokos,
1992; Newton, 1995). Esta constituido por células redondas, de tamafio variable,
con citoplasma escaso y eosinofilo. Los nucleos son muy pleomérficos,
hipercromaticos con cromatina tosca, ausencia de nucléolo y una alta relacion
nucleo/citoplasma. Estas células se disponen alrededor de ejes de tejido conectivo y
remedan a tumores de estirpe epitelial, los nidos tumorales a veces estan centrados
por células gigantes multinucleadas (lamina TV-IV).
La variante solida del RMS alveolar es mas dificil de identificar. Se caracteriza por
tener los mismos rasgos citologicos en ausencia de patron alveolar. En nuestra
opinion, ademas de las caracteristicas citologicas, los gruesos haces de tejido
conectivo que dan al tumor un caracter nodular, la ausencia de estroma mixoide y
las ocasionales células gigantes multinucleadas (lamina IV-V) son datos suficientes
para basar el diagnostico de RMS alveolar (Tabla V-I). La edad media de los 14
casos de nuestra serie fue de 9.64 afios y la localizacién y estadio clinico (Tabla V-
I) fueron variables. La supervivencia fue del 64% y 12% a los dos y cinco afios
respectivamente,

En nuestra opinion, la vanante atipica del RMS embrionario descrita en la clasificacion del
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INC (Tsokos, 1992) y el RMS alveolar solido son entidades diferentes, pero dificilmente
separables desde el punto de vista histologico, especialmente cuando se estudian biopsias
con material escaso. Durante mucho tiempo, hasta ser descrita la variante solida del RMS
alveolar, ambos tipos habian permanecidos confundidos (Tsokos, 1992). Esta posibilidad
de confusion entre el RMS embrionario atipico y el RMS alveolar sdlido, en nuestra
opinion, no ha sido convenientemente resaltada en la literatura, y lo que es ain mas
importante, no se han descrito detalladamente las caracteristicas histologicas de ambas
entidades.

Ei valor prondstico del tipo histologico en los RMSs sigue siendo objeto de controversia,
lo que procede en gran parte de una falta de uniformidad de criterios de clasificacion, asi
como de la gran importancia que tienen otros factores prondsticos adicionales. En nuestro
estudio, no hemos encontrado relacion estadistica entre tipo histolégico y pronostico lo
cual podria estar justificado por que en nuestra serie, el RMS embrionario, que constituye
la mayor parte de los casos, mostraba factores pronosticos adversos como son la
presentacion en estadios clinicos avanzados (62.5%) y una edad media alta (14.8 afios).
Nuestra impresion es que el tipo histologico es posiblemente un factor pronostico en el
RMS, que debe ser descrito con mayor precision en la literatura. Segin se desprende de
nuestro estudio, los tipos histolégicos favorables (RMS botrioide y RMS de células
fusiformes) y adversos (RMS alveolar) podrian tener valor pronostico, mientras que el tipo
embrionario es un grupo mas heterogéneo en el que el pronostico debe venir determinado
por otros factores. Lamentablemente estos resultados no se han podido confirmar en el
estudio estadistico debido al pequefio tamafio de la muestra en algunas de estas variantes

histologicas.
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Tabla V-lIl. Diagndstico diferencial entre RMS embrionario atipico y RMS alveclar sélido.

V-2.- CONTENIDO CELULAR DE ADN.

La ploidia es un factor de maxima importancia en el prondstico de dos tumores infantiles,
el neuroblastoma y la LLA; sin embargo, en otros tumores infantiles como el sarcoma de
Ewing, el meduloblastoma y el RMS los resultados no han sido tan concluyentes.

En la mayoria de los tumores infantiles, la respuesta a la quimioterapia es un dato crucial
en el prondstico. La utilidad de la determinacién de la ploidia en el neuroblastoma y la
LLA radica precisamente en que determina los casos que serdn mas sensibles a la
quimioterapia, que son precisamente los aneuploides (Look, 1984; Oppedal, 1988;
Bourhis, 1991, Brodeur, 1992; Huddart, 1993).

El RMS no es una excepcion. Cuando se empleaba dnicamente la cirugia, la tasa de
supervivencia se situaba alrededor del 33 % mientras que se elevé al 70% con el empleo de
quimioterapia adyuvante (Lawrence, 1964; Sutow, 1870; Neifeld, 1979; Flamant, 1984,
Donaldson, 1985; Crist, 1995; Pappo (A), 1995). Estos datos constituyen la base tedrica

por la que se ha investigado el valor pronostico de la ploidia en este tumor.
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En el RMS infantil los primeros estudios de cuantificacion de ADN se realizaron en series
muy reducidas, y parecian indicar una escasa utilidad pronostica de esta técnica, ya que
obtenian un porcentaje muy elevado de aneuploidia (Boyle, 1988, Molenaar, 1988). Estos
y otros estudios previos, que investigaron el valor pronodstico de la ploidia en los RMSs,
comprendian series cortas o heterogéneas, considerando a la vez otros sarcomas infantiles
o incluyendo RMSs del adulto (Boyle, 1988; Molenaar, 1988; Kowal-Vern, 1990,
Leuschner, 1991, Dias, 1992; El Naggar, 1993; Kilpatrick, 1994), por lo que sus resultados
no son consistentes. En dos trabajos consecutivos con RMSs infantiles en estadio I
(Shapiro, 1991, Pappo, 1993) y IV (Shapiro, 1991) se observo una estrecha relacion entre
contenido de ADN, tipo histologico y prondstico. Los RMSs de tipo embrionario se
asociaban de forma casi exclusiva a un contenido de ADN hiperdiploide (indices de ADN
comprendidos entre 1.10 y 1.80) que conllevaba un prondstico favorable. Por el contrario,
un contenido de ADN casi tetraploide (indices de ADN entre 1,80 y 2,60) estaba
fuertemente asociado a un patrén histologico alveolar y a una evolucion desfavorable.
Segtin estos estudios, la ploidia se configuraba como el factor que mejor predecia la
respuesta al tratamiento y abria el camino hacia nuevos protocolos terapeuaticos (Shapiro,
1991; Pappo, 1993).

Existen solo tres publicaciones previas, con series amplias y estudios estadisticos
multivariables, que investiguen el valor pronostico de la ploidia frente a los demas factores
clinicopatologicos en los RMSs infantiles (Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997).
En los tres estudios se confirma, que el contenido de ADN tiene una influencia
independiente sobre la supervivencia de los RMSs. En las tres series (Wijnaendts, 1993,

Niggli, 1994; De Zen, 1997) se demuestra que los tumores hiperdiploides tienen mejor
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prondstico que los diploides y tetraploides. En nuestro estudio, asi como en el de
Wijnaendts (Wijnaendts, 1993), se ha separado ademas un grupo de casos que presentan
multiples poblaciones aneuploides que, comparativamente, tienen peor pronostico. En los
restantes estudios, o0 no encuentran este tipo de histograma poliploide (Niggli, 1994; De
Zen, 1997), o los clasifican de acuerdo al indice de ADN del pico situado mas a la
izquierda, que a veces es diploide o hiperdiploide (Shapiro, 1991; Pappo, 1993).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio confirman el pronostico favorable de los
RMSs hiperdiploides y coinciden en términos generales con lo encontrado en las tres series
anteriores (Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997). Sin embargo, la supervivencia
de los tumores hiperdiploides en nuestra serie fue inferior (55% a los 5 aflos) a la
observada en estos trabajos donde [a supervivencia fluctud entre el 90% y el 68% a los
cinco afios (Wijnaendts, 1993, Niggli, 1994; De Zen, 1997). Ademas, contrariamente a lo
que se observa en dos de estas series (Niggli, 1994; De Zen, 1997) en los que los tumores
con histogramas tetraploides se asociaban al peor pronodstico, nuestros resultados fueron
equiparables a los de Wijnanendts (Wijnaendts, 1993) en donde los casos con histograma
tetraploide tenian un pronodstico relativamente favorable, con una supervivencia en torno al
50% a los 5 aiios. Por lo que respecta a los RMSs diploides y poliploides, que constituyen
el 13% y el 7% de nuestra serie respectivamente, su pronostico adverso no difiere
significativamente de la serie de Wijnaendts (Wijnaendts, 1993). En este sentido, nuestro
estudio indica que se pueden separar ficilmente dos grupos de pacientes en extremos
opuestos: aquellos que tienen una supervivencia superior al 50% a los 5 afios, que
corresponderian a los tumores con histogramas hiperdiploides y tetraploides y los que

tienen una supervivencia del 0% a los 5 afios que estaria constituido por los tumores
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diploides y poliploides.

Parece claro que en los RMSs el estudio de la ploidia con fines prondsticos no puede
limitarse a separar los casos aneuploides de los diploides, como se pretendia en las
primeras publicaciones sobre el tema, sino que los tumores deben clasificarse en una de las
cuatro categorias definidas segun el tipo de histograma (diploides, hiperdiploides,
tetraploides o poliploides). En nuestros resultados hemos comprobado como la
significacion prondstica de la ploidia cuando se la separa en estos cuatro grupos (fig IV-17)
y supera llamativamente a la que se obtiene cuando se compara la supervivencia de los
hiperdiploides frente al resto (fig [V-18). Esto sugtere que puede haber al menos cuatro
categorias biologicas diferentes de RMSs (hiperdiploide, tetraploide, diploide y poliploide)
con diferente pronostico, como también se detecta en otro trabajo anterior (Wijnaendts,
1993).

La significacion pronostica del histograma tetraploide esta por aclarar. Dos autores (Niggli,
1994; De Zen, 1997) han descrito una asociacion entre tetraploidia y pronostico adverso,
mientras nuestros resuliados y los de otro estudio (Wijnanendts, 1993) encuentran un
pronostico intermedio o bueno en estos casos. Si se analizan detenidamente los cinco casos
con histograma tetraploide de nuestra serie, observamos que tuvieron un pronostico
relativamente bueno, a pesar de que el resto de los parametros clinico-patologicos
analizados eran predominantemente desfavorables en esos pacientes (tabla V-IX), esto
sugiere que la tetraploidia puede ser por si sola un factor con influencia favorable en el
prondstico de los RMSs,

El hecho de que algunos autores hayan observado un cambio en el tipo de histograma de la

metastasis o recidiva, respecto del RMS primario, puede ser reflejo de la mayor capacidad
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metastatizante de uno de los clones tumorales, asi como de la gran heterogeneidad
biologica de este sarcoma (Molenaar, 1988). Nuestros resultados no mostraron diferencias
en el tipo de histograma, cuando analizamos la recidiva de cuatro RMSs, a pesar de la
marcada citodiferenciacion detectada en una de esas recidivas.

En nuestro trabajo hemos demostrado también una influencia significativa de la ploidia en
el ILE, factor que no se habia estudiado previamente. El ILE resulté maximo en los casos
tetraploides e hiperdiploides y minimo en los poliploides. El ILE en los RMSs es un
parametro que define fielmente la evolucion clinica puesto que los casos fatales se
caracterizan por presentar recidivas tempranas o ILE inexistentes, como consecuencia del
fracaso terapeutico.

Aunque en el momento actual la CMF es la técnica mas utilizada y la mas estandarizada
para la determinacion de la ploidia, hay cada dia mas trabajos que ponen de manifiesto la
validez de la CME (Lanigan, 1993; Bocking, 1995). Esta ampliamente demostrado en la
literatura (Merkel, 1990; Bauer, 1990; Lanigan, 1993; Clemo, 1993} que, para el analisis
de la ploidia, la CME, es equiparable o superior incluso a la CMF en sensibilidad a la
aneuploidia (Kilpatrick, 1994), siempre y cuando se realice sobre nicleos completos
extraidos del bloque de parafina y no sobre secciones histologicas (Leader, 1994).
Mediante CMF, la presencia de abundantes células inflamatorias o no neoplasicas produce
un efecto de dilucion e impide la deteccidon de posibles poblaciones aneuploides
peridiploides, asi como pequefios clones celulares aneuploides; en cambio, con la CME, las
células inflamatorias se excluyen visualmente y el observador puede seleccionar, por lo
general, los nicleos con mayor grado de atipia.

De esta forma, aunque la mayor parte de los estudios previos sobre ploidia en los RMSs
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han utilizado la CMF como técnica de cuantificacion del ADN, creemos que no existe
ningun motivo que impida comparar nuestros resultados obtenidos con CME y dichos
resultados previos. El presente estudio constituye la serie mas amplia que determina la
utilidad de la CME en los RMSs y sus resultados han sido similares a fos obtenidos por
otros autores con CMF (Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997), demostrando
ademas la asociacion estadistica mas significativa publicada hasta el momento.

Por 0ltimo, un problema mas complicado se plantea por las variaciones del contenido de
ADN que pueden ocurrir dentro de un mismo tumor, como resultado de la heterogeneidad
regional. Este hecho se llega a producir hasta en un 20-30% de algunos tumores
(Kallioniemi, 1988) y su incidencia en el RMS est4 pendiente de estudio.

Hemos comparado las diferentes variables clinicas e histologicas analizadas en los RMSs
de este estudio con la ploidia, representada por el tipo de histograma (tabla IV-VIH). Al
analizar la edad se demostr6 que el porcentaje de tumores hiperdiploides en nifios menores
de 8 afios era mas elevado (85%) que en los mayores de esta edad (52%). En ellos la
distribucion por histogramas era mds heterogénea. Ademas, el analisis de estos datos
muestra una asociacion estadistica significativa (tabla IV-VII). Estos resultados, sugieren
un origen biologico diferente y un comportamiento clinico menos agresivo para los RMSs
que aparecen en mfios menores de 8 afios. En este sentido, en un trabajo reciente no se ha
encontrado que la ploidia se asocie a la edad (De Zen, 1997} y no tenemos constancia de
que ningun otro estudio haya valorado esta asociacion.

Hemos comprobado también como los RMSs hiperdiploides no se asociaban
significativamente con el sexo, la localizacion, el estadio clinico y el IPC. Estos resuitados

difieren de los aportados por algunos autores que demostraron relacion estadistica entre la
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ploidia y la localizacion (Wijnaendts, 1993; De Zen, 1997) y el IPC (Niggli, 1994; De Zen,
1997), de manera que los tumores hiperdiploides se localizaban preferentemente en el
tracto urogenital y tenian baja actividad proliferativa (<19%). Por el contrario coinciden
con los resultados obtenidos por otros autores en la distribucion de la ploidia con respecto
al sexo (De Zen, 1997), el estadio (Wijnanendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997) y el
IPC (Wijnaendts, 1993). Estas discrepancias pueden reflejar por una parte la
heterogeneidad de las series y por otra la necesidad de estudios multivariantes que detecten
factores prondsticos independientes en el RMS.

Con respecto a la relacion entre la ploidia y el tipo histologico, nuestros resultados no
reflejan la estrecha asociacion detectada por Shapiro (Shapiro, 1991). Este autor encuentra
que 15 de sus 24 RMSs embrionarios son hiperdiploides (62%), mientras que 10 de los 13
alveolares presentan un contenido tetraploide (76%). En nuestra serie 22 de los 30 casos
embrionarios son hiperdiploides (69%) y 3 de los 14 alveolares son tetraploides (21%)
(tabla V-IX). A excepcion de una serie relativamente corta y heterogénea (Kilpatrick,
1994) que obtiene unos porcentajes similares a los de Shapiro, en los restantes estudios
sobre este tema (Wijnaendts, 1993, Niggli, 1994; De Zen, 1997) los porcentajes se
aproximan mas a los obtenidos por nosotros. Mientras que el porcentaje de tumores
hiperdiploides entre los RMSs embrionarios se confirma entre el 60% y 70% (Wijnaendts,
1993, Niggli, 1994, De Zen, 1997), el porcentaje de tumores tetraploides entre los RMSs
alveolares oscila entre un 47% y un 8% (Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997).
Hemos comprobado también como los subtipos histologicos con mejor prondstico (RMS
embrionario, botrioide y de células fusiformes) se asociaban muy estrechamente con un

contenido hiperdiploide (tabla IV-VIII), ya que todos los casos de RMSs botrioides de
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nuestra serie y el 75% de los RMSs de células fusiformes fueron hiperdiploides y solo un
RMS de células fusiformes fue diploide (25%). En un trabajo reciente (Wijnaendts, 1993),
los resultados para los RMSs de células fusiformes son idénticos a los nuestros y similares
a los RMSs con histologia botrioide, aunque dos de estos tumores fueron diploides. El
hecho de que se encuentren histogramas diploides en RMSs botrioides (Wijnaendts, 1993,
De Zen, 1997) debe ser valorado con especial cautela, sobre todo si la técnica empleada
para la cuantificacion es la CMF, ya que la presencia de abundantes células estromales o
epiteliales normales y la escasez de células neoplasicas, que se observa de manera
caracteristicas en estos tumores puede enmascarar la presencia de posibles poblaciones
aneuploides, numéricamente muy inferiores.

Las discrepancias pueden reflejar diferencias en la clasificacion histologica empleada y en
los criterios para analizar los histogramas. Ya hemos observado, que los casos con
multiples poblaciones tumorales detectadas en la citometria fueron arbitrariamente
clasificados por Shapiro (Shapiro, 1991), de acuerdo al indice de ADN de la pobiacion
situada mas a la 1zquierda, lo cual elimina automaticamente la categoria poliploide.

En nuestra serie, todos los RMSs poliploides fueron embrionarios. Este resultado solo lo
hemos podido comparar con la serie de Wijnaendts (Wijnaendts, 1993) puesto que hasta
ahora no se ha llevado a cabo ningun otro estudio que considere separadamente el grupo
poliploide. En la serie antes citada (Wijnaendts, 1993), a diferencia de lo que ocurre en la
nuestra, la poliploidia aparece distribuida entre los RMSs alveolares (3 casos) y los
embrionarios (4 casos).

Los datos comentados sugieren que el contenido de ADN es un factor prondstico

independiente de gran ayuda para establecer el pronostico en el RMS. La CME o CMF no
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son técnicas complejas, aunque requieren un equipamiento que no esta al alcance de todos
los laboratorios. Sin embargo, nuestros resultados justifican ia determinacion de la ploidia
en centros de referencia, especialmente en casos dificiles de clasificar histologicamente

como favorables o desfavorables.

V.3.- INDICE DE PROLIFERACION CELULAR.

Como se ha citado anteriormente, la histologia, base fundamental del diagnostico, no
permite predecir por si sola el comportamiento biologico del RMS. Por este motivo,
ademas del grado de extension, localizacion y edad del paciente, se deben de utilizar otros
parametros, como indices de orientacion en la conducta biologica de estos tumores. La
actividad proliferativa influye de forma ya comprobada en la evolucion de algunos
sarcomas {(Ueda, 1989; Zerh, 1990; Swason, 1990; Benjamin, 1991; Oda, 1993; Michie,
1994; Oshiro, 1995); sin embargo, su valor pronostico en los RMSs se ha estudiado
relativamente poco, en series cortas, heterogéneas y con resultados no consistentes (Ueda,
1989; Benjamin, 1991, Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997, Noguchi, 1597).

Existen tres estudios en los que se anahza el valor pronostico de la actividad proliferativa
(fase-S) en los RMSs mediante curvas de supervivencia y estudio estadistico multivariable
(Wijnaendts, 1993, Niggli, 1994; De Zen, 1997). En los tres se demuestra que la fase-S es
un factor prondstico significativo, que resulta ademas independiente en dos de ellos
{Niggli, 1994; De Zen, 1997). En estas tres series los RMSs con fase S inferior al 14% o
15% tenian mejor supervivencia. Los resultados que se han obtenido en nuestro trabajo son
comparables a los obtenidos en estas tres series, puesto que el Ac MIB-1 se expresa en

todas las fases del ciclo celular, excepto en la fase Gy v Gy tempranas (Gerdes, 1991,
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Linden, 1992) y no solamente en la fase S, lo que justificaria las cifras ligeramente mas
elevadas de actividad proliferativa registradas en nuestro trabajo. No obstante, creemos que
los resultados obtenidos con CMF deben valorarse con cautela, ya que la actividad
proliferativa mediante cuantificacion de la fase S en CMF tienen ain mayores problemas
que la determinacion del indice de ADN.

En lo que conocemos, un solo estudio (Noguchi, 1997) ha analizado la influencia de la
actividad proliferativa en la supervivencia de los RMSs determinando el IPC con el
marcador MIB-1. En este estudio, al igual que en el nuestro, el IPC medio estuvo proximo
al 25% cifra comparable a la observada en el linfoma maligno de grado intermedio (Pich,
1994), en el leiomiosarcoma uterino (Amada, 1995) y en el fibrohistiocitoma maligno
{Oshirg, 1995).

Los resultados de este trabajo (Noguchi, 1997)difieren de los nuestros pues no demuestran
relacion estadistica entre el IPC y la supervivencia. Debemos resaltar que en este estudio
no se explica como determinar el punto de corte, que en nuestro caso fue elegido como ¢l
valor con mayor significacion estadistica con la supervivencia. La metodologia también es
diferente, puesto que emplea el recuento visual, mientras que nosotros determinamos el
indice de proliferacion con la ayuda de un analizador de imagenes, lo que indudablemente
mejora la exactitud de la medicidon (Barbareschi, 1994; Pinder, 1995). Por ultimo estos
autores (Noguchi, 1997) no investigaron la posible relacion del IPC con el ILE que en
nuestra serie era aun superior que con la supervivencia. En la actualidad se admite que el
Ac MIB-1 presenta ventajas bien demostradas sobre los marcadores de proliferacion
empleados antertormente como el PC-10 que marcaba el Ag nuclear de proliferacion

celular PCNA. Por una parte es menos sensible a las condiciones de fijacion y
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tecnificacion del tejido que afectaban de forma importante la inmunotincion del PCNA
(Rose, 1994; Keshgegian, 1995) y ademas, el MIB-1 es un marcador que ha mostrado una
tincion mucho mas uniforme, lo que permite que su cuantificacidon sea mas ficil y fiable
(Filipe, 1993).

Es interesante destacar que aunque el recuento de mitosis no se ha considerado de interés
pronostico en el RMS ni en otros sarcomas, como el Sarcoma de Ewing (Ueda, 1989), los
estudios con técnicas mas refinadas si demuestran una influencia de la actividad
proliferativa en el pronoéstico de los RMSs. A la vista de estos resultados, podemos suponer
que estas células tienen una fase M de corta duracion en comparacion con el resto de las
fases del ciclo celular detectadas con el Ac MIB-1, lo que justificaria el elevado IPC en
comparacion con el bajo recuento mitotico detectado clasicamente en estos tumores (Zerh,
1990).

En nuestro estudio, hemos demostrado también una influencia significativa de la actividad
proliferativa en el ILE. El ILE resultd superior en los tumores con baja actividad
proliferativa (< 19%). Estos resultados no los hemos podido comparar con los de otras
series puesto que hasta ahora no se ha llevado a cabo ningliin otro estudio que compare
ambos parametros.

Finalmente, algunos autores han demostrado que la actividad proliferativa se correlaciona
con la ploidia {De Zen, 1997) y el tipo histologico (Niggli, 1994, De Zen, 1997), de
manera que seria mayor en los RMSs alveolares diploides o tetraploides que en los
embrionarios hiperdiploides. Sin embargo, nuestros rtesultados no reflejan la fuerte
asociacion detectada por estos autores, pero coincide con los datos aportados en otra

publicacion anterior (Wijnaendts, 1993). Estas disparidades podrian estar justificadas por
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los diversos sistemas de clasificacion histologica y de categorias bioldgicas empleadas en
los diferentes estudios. No obstante, en nuestra serie observamos que las formas
histologicas con buen prondstico (RMS embrionario de células fusiformes y RMS
embrionario botrioide) mostraban predominantemente IPC< 19% y a la inversa.

Las caracteristicas clinicas, histologicas y ploidia de nuestros dos grupos de RMSs,
divididos en funcién del IPC, aparecen recogidas conjuntamente en la tabla TV-X. El
analisis estadistico puso de manifiesto la falta de asociacion de la actividad proliferativa
con el resto de los parametros valorados. Hasta ahora sélo un trabajo realizado por De Zen
(De Zen, 1997) ha llevado a cabo un estudio de estas caracteristicas. En él, a diferencia de
lo que ocurre en nuestra serie, se detecta una asociacion del IPC con la localizacion y el
tipo histoldgico (De Zen, 1997).

En nuestra el 67% de los tumores diploides mostraban un IPC alto. Este resultado
contradice la opinion expresada por Shapiro (Shapiro, 1991), segin la cual el mal
pronostico de los RMSs diploides estaria relacionado con una baja proporcion de células
en proliferacion, que son las mas sensibles a la quimioterapia.

Pensamos que el porcentaje de células marcadas con el Ac MIB-1 es un factor pronostico
importante, que determina la agresividad y progresion tumoral de forma que, a mayor
actividad proliferativa, le corresponde un peor prondstico. Ademas, la expresion del Ac
MIB-1 se comporta en nuesiro estudio como un factor relacionado con el tipo histologico y
con el estadio clinico. Caracteristicamente los tumores con histologia favorable y en
estadios clinicos poco avanzados suelen presentar IPC< 19%. No obstante, esta asociacion
no la hemos podido demostrar estadisticamente.

Los datos aqui presentados indican que, ademas del efecto la ploidia ejerce en la respuesta
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al tratamiento hay otros factores prondsticos como el IPC, que se relacionan con la
progresion tumoral del RMS. Estas observaciones permiten explicar las peores
expectativas y calidad de vida en los enfermos con tumores poliploides o diploides que
tienen [PC>19%. Podemos afirmar que el IPC determinado con el Ac MIB-1 es un método
altamente sensible para determinar la asociacion de la actividad proliferativa con la
supervivencia (fig IV-20) y el [LE (fig IV-21). La estrecha relacion estadistica entre el 1IPC
v el pronostico que demostramos en el estudio univariable no se confirmo en el estudio
multivariable lo que sugiere que la actividad proliferativa ejerce una influencia en la

supervivencia e ILE asociada a otros factores y no de forma independiente.
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VI.- CONCLUSIONES.

1.- La nueva clasificacidon internacional de los rabdomiosarcoma requiere una descripcion

mas detallada y precisa de los diversos tipos histologicos, especialmente para aquellas

variantes dificilmente separables morfologicamente (rabdomiosarcoma embrionario

atipico y alveolar sélido). Para el diagndstico diferencial de las mencionadas variantes

aportamos tres nuevos rasgos histoldgicos distintivos, no descritos hasta ahora:

A) El caracter nodular, dividido por tractos fibrosos en el rabdomiosarcoma alveolar sélido
frente al patron difuso del rabdomiosarcoma embrionario atipico.

B)La presencia de focos mixoides en el rabdomiosarcoma embrionario atipico y su
ausencia en el rabdomiosarcoma alveolar sélido.

C) La condensacion celular multifocal en el rabdomiosarcoma embrionario atipico frente a

la densidad celular homogénea del RMS alveolar solido.

2.- El rabdomiosarcoma embrionario es un grupo heterogéneo tanto desde el punto de vista
morfolégico como en cuanto a su comportamiento biolégico, en el que el prondstico esta

determinado por otros factores adicionales mas que por el tipo histolégico.

3.- En el estudio univariable, la edad, localizacion, ploidia e indice de proliferacion celular
son los cuatro factores que demuestran relacion estadistica tanto con la supervivencia
como con el intervalo libre de enfermedad en nuestra serie. El estadio clinico demuestra

asociacion estadistica unicamente con el intervalo libre de enfermedad.
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4.- En el estudio multivariable, solamente la ploidia se mantiene como factor prondstico
independiente en relacién tanto a la supervivencia como al intervalo libre de enfermedad.
La localizacién permanece como factor prondstico independiente respecto a la
supervivencia pero no respecto al intervalo libre de enfermedad. LLa edad y el estadio
clinico mantienen un efecto independiente sobre el intervalo libre de enfermedad pero no

sobre la supervivencia.

5.- La ploidia debe considerarse un nuevo e importante factor prondstico en ¢l

rabdomiosarcoma que afiade informacion suplementaria a las variables pronodsticas que se

manejan habitualmente.

6.- La actividad proliferativa cuantificada mediante el indice de proliferacion celular, no
afiade informacién prondstica adicional a los factores prondsticos clasicos, aunque

demuestra una relacién estadistica significativa con la supervivencia y el intervalo libre de

enfermedad.
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