
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA.

FACTORES PRONÓSTICOS EN EL RABDOMIOSARCOMA

INFANTIL. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA PLOIDIA Y DEL

ÍNDICE DE PROLIFERACIÓN CELULAR CON OTROS

PARÁMETROS CLÍNICOS E HISTOLÓGICOS.

u unuumuu.¡q~m
530984902
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TESIS DOCTORAL

Ma PILAR SAN MIGUEL FRAILE.

Julio, 1998.

flIt3 L O. tú A



3RC
HOSPITAL RAMON Y CAJAL

AREA SANITARIA 4
28034 MADRID

D~ ROSARIO CARRILLO GIJON, Médico Adjunto del Servicio de Anatomía

Patológicadel Hospital ‘Ramóny Cajal” de Madrid

CERTIFICA:

Que D~ Pilar San Miguel Fraile ha realizado bajo mi dirección el trabajo

titulado: Factorespronósticosen el rabdomiosarcomainfantil. Estudio comparativo

de la ploidía y del índice de proliferación celular con otros parámetrosclínicos e

histológicos”, que presentalos requisitosnecesariospara sudefensa.

Madrid, 19 de Junio de 1998-06-19

Fdo.- Dra.Carrillo Gijón

¿

%%INSALUD



%9. INSALUD

D. JOSE LUIS RODRíGUEZ PERALTO,
DEPARTAMENTO DE

PROFESOR
ANATOMíA PATOLOGICA

ASOCIADO DEL
de la Facultad de

Medicina de la UniversidadComplutensede Madrid

CERTIFICA:

ilar San Miguel Fraile ha realizadobajo mi direcciónel trabajoQue Doña P
titulado “FACTORES PRONOSTICOS EN EL RABDOMIOSARCOMA
INFANTIL. ESTUDIOCOMPARATIVO DE LA PLOIDIA Y DEL INDICE
DE PROLIFERACIONCELULAR CONOTROSPARAMETROSCLíNICOS
E I-IISTOLOGICOS”, que a mi juicio reúne las condicionesnecesariaspara
optar al grado de Doctor.

Y para que así constefirmo el presenteen Madrid a 24 de Junio de 1998

HOSPrTAI. UNIVERSITARIO

“12 DE OCTUBRE”

MADRID

Prof J.L. RodríguezPeralto



SAN CAlLOS
HOSPITAL CLINICO

Dfla. Juliana FarTha

y Tutor del trabajo

RAEDOMIOSARCOMAINFANTIL

INDICE DE PROLIFERACTON

HISTOLOCIICOS”, realizado

di rígido por los Dres,

Rodrigliez Peralto, comp

considera que puede ser

Atención Especializada. Ama 7. MADRID
P,of. Martin LaQos, si,, Tel. <91)3303000

23040 MADRID (91>3303001

González, Catedrático de Anatomía patológica

denom~nado “FACTORES PRONOSTICOS EN EL

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA PLOIDIA Y DEL

CELULAR CON OTROS PARAMETROS CLíNICOS E

por Dha. María Pilar San Miguel Fraile, y

Dha. Rosario Carrillo Gijón y D. Jose Luis

le las condiciones cient ¡ficas por lo que

defendidopara optar al grado de Doctor.

Madrid, 25 — Mayo — 1998

Á- ~—
<4

EDO. -< ~ ‘a” <>Z<ÁÚÉct><lILIANA FARIÑA GONZAJiEZ



Atención Espec¡aliznda. Anal. MADRID
SAN CARLOS TeL <91>3303000

HOSPITAL CLíNICO 28040 MADRID <91)3303001

0. Julián Sanz Esponera, Catedrático Director del Departamento de

Anatomía Patológica informa que, el trabajo denominado “FACTORES

PRONOSTICOS EN EL RAEDOMIOSARCONA INFANTIL. ESTUDIO CONPARAT?VO DE LA

PLOIDIA ‘ Y DEL INDICE DE PROLIFERáCION CELULAR CON OTROS PARANETROS

CLíNICOS E HISTOLOGICOS”, realizado por Dña. Haría Pilar San Miguel

Fraile, y dirigido por los Dres. Dha. Rosario Carrillo Gijón y D. Jose

Luis Rodríguez Peralto, cumple tas condiciones científicas por lo que

considera que puede ser defendi(1o para optar al grado de Doctor.

Madrid, 25 — Mayo — 1998

‘2

PDO. : JUfIAN SAN? ESPONFRA



A mis padres.



AGRADIECIMUENTOS

de muchasLa elaboraciónde estatesis no hubiera sido posible sin la colaboración

personasalas que megustaríaagradecerlela ayudaqueme hanprestado.

En primer lugarquiero agradecera los directoresdeestatesis,RosarioCarrillo Gijón y

José Luis RodriguezPeralto, el que lo hayan sido y que hayan volcado toda su

capacidadde trabajoparaqueesteproyectopudieraacabarse.Graciaspor todo lo que

me habéisenseñadoy el apoyoque mehabéisprestado.

Al Dr. Victor Abraira, de la Unidad de Bioestadisticapor su inestimablecolaboración

en la ejecución e interpretación del estudio estadístico,gracias a su paciencia y

profundosconocimientosen Bioestadisticaha sido posible extraer la mayoría de las

conclusionesde estetrabajo.

Al Dr. FernandoGonzálezPalacios,por haber sido un verdaderomaestro

durantemis años de residenciaen el Servicio de Anatomía Patológicadel

Ramóny Cajal, estimulandosiemprecon su ejemploini vocación.

A las Dras. MercedesGarcía Villanueva y CarmenBellas, por su ayuda y por los

valiososconsejosque mehanproporcionadoa lo largo de todala residencia.

A mis compañerosde residencia:Antonio, Magdalena,JoséLuis, Charoy Mónica, por

su constanteapoyo,ayuday amistad.Ellos seránlos artíficesde que estaetapade mi

vida, en la que ha habido momentosduros y largashorasde trabajo la recuerdecon

ilusión y cariño.

A Dña Valvanera

HospitalRamóny

cuantificacióndel

basetécnicafiable

Martinez Arrieta ATS del Servicio de Anatomía Patológicadel

Cajal que realizó la extraccióny preparaciónde los núcleospara la

ADN. Su gran experiencia,dedicacióny periciatécnicaaportaronla

indispensableen estetipo de estudios.

y amigo

Hospital



Al personalde secretariay técnico del Servicio de Anatomía Patológicadel Hospital

Ramóny Cajal y especialmentea Dña CarmenLópez,RosaOcañay CarmenMassa,

que con su generosacontribución técnica en el estudio inmunohistoquimico e

histológicohan hechoviableesteproyecto.

Al Servicio de Anatomía Patológicadel Hospital Ramóny Cajal de Madrid. El sitio

dondeme he formado,donde he realizadogran partede estetrabajoy que esmi casa

desdehacecasi cincoaños.Quisieraagradecera todo su personal,el apoyoquede ellos

he recibido.

Al Servicio de Pediatríadel Hospital Ramón y Cajal de Madrid. En especial, a la

Secciónde OncologíaPediátrica(Dr. Muñoz Villa y Dra. Maldonado),por su estrecha

colaboraciónen la recogidade datosclínicos.

Al Hospital 12 de Octubrey en especiala su serviciode AnatomíaPatológicadel que

he recibido todo tipo de facilidadespara obtenerdatos y contar con su material de

archivo.

Finalmente,a todami familia y amigos,pero especialmentea Curro por su inagotable

paciencrn,y a mis padresy a mi hermanaporsu incondicionalapoyo.

Muchasgraciasa todos.

Pilar



u.- INTRODUCCIÓN



Introducción

U.- INTRODUCCIÓN.

El rabdomiosarcoma(RMS) es el sarcomade panesblandasmásfrecuenteen niños y

adolescentes(Enzinger, 1995), suponeel 4-8% de los tumoresmalignos en la infancia

(Sutow, 1970; Young, 1975; Kramer, 1983; Maurer, 1991; Raney,1993; Harms,1995) y

tieneun comportamientoclínico variabley unarepresentaciónhistológicadiversa.

Aunquela supervivenciaen el RMS infantil ha mejoradonotablementecon el empleode

tratamientoscombinados,todavía existe un porcentajealto de recidivas y evoluciones

fatales, sobre todo entre los casos irresecables(Maurer, 1988; Maurer, 1993). Las

característicasclínicase histológicasno sonsuficientesparapreverel pronósticoen todos

los casos(Neifeld, 1979; Gehan, 1981; Newton, 1988; Lawrence, 1987; Rodary, 1988;

Maurer, 1993; Pappo(B), 1995); por eso,en los últimos añosseestánbuscandonuevos

datos pronósticosque permitanpredecir la respuestaa la quimioterapiay, por lo tanto,

propiciartratamientosmásselectivos,quemejorenla supervivenciade estospacientes.

Hastahace relativamentepoco tiempo, los únicos factorescon influencia pronóstica

reconocidaen estetumor eran: el tipo histológico, el estadioclínico, el tamaño, la

localizacióny la edad(Jaffe, 1973; Ransom, 1977; Maurer, 1981; Gehan, 1981; Raney,

1981; Wharam, 1986). Sin embargo,en los últimos años se ha venido investigando

también la influencia de la ploidía y la actividad proliferativa, cuya importancia

pronóstica ya ha sido demostradaen otros tumores malignos infantiles, como el

reuroblastoma(Look, 1984)y la leucemia]infob]ásticaaguda(LLA) (Look, 1985).

Trabajosprevios han demostradouna estrecharelación entre tipo histológico y ploidía

(Shapiro, 1991; Kilpatrick, 1994; De Zen, 1997), observandoque los RMSs de tipo
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embrionariomayoritariamentesonhiperdiploidesy los alveolarestetraploides.Además,

algunosautoreshanobservadoque laploidia es la variableque mejorpredicela respuesta

a la quimioterapia,que es superioren los casoshiperdiploidesque en los tetraploidesy

diploides(Shapiro,1991;Pappo,1993; Wijnaendts,1993;Niggli, 1994; De Zen, 1997).La

posibilidadde predecir la respuestaa la quimioterapiaofreceuna enormeesperanzade

mejorar el tratamientodel RMS. Si estosresultadosse confirmaran,podríanemplearse

tratamientosmás agresivosen los casosdiploides, mientrasque los aneuploidespodrán

beneficiarsede una quimioterapiamás conservadora.La actividad proliferativa en los

kMSs (Shapiro,1991; Wijnaendts,1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997; Noguchi 1997)se

haestudiadorelativamentepocoy con resultadoscontradictorios.

Desdela descripcióndel RIVIS porArthur PurdyStout (Stout, 1946)hastanuestrosdíasse

ha avanzadomucho en el conocimiento de las característicashistológicas,biológicas y

clínicas del RMS, así como en su tratamiento. En cuanto a la histogénesis,

tradicionalmentese consideróque el RMS tenía un origen en el músculo esquelético

(Stout, 1946), mientras que actualmentese piensa que es una neoplasiamesenquimal

primitiva con diferenciaciónmuscular(Coffin (A), 1997).En cualquiercaso,el RMS es

unaneoplasiacon unamarcadaheterogeneidadhistológica,lo queunido a la diversidadde

las series, dificulta la creación de una clasificaciónhistológica universal, que permita

relacionaradecuadamentelos criteriosmorfológicoscon la agresividadclínicay evolución

del enfermo.

Con el presenteestudioseha intentadocontribuir al conocimientodel RMS, analizando

algunosaspectostodavíaconflisos,como la clasificaciónhistológicay el comportamiento

biológico. El objetivo principalha consistidoen evaluarel valor pronósticodel contenido
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de ácidodesoxirribonucleico(ADN) y del indice de proliferacióncelular(IPC)y, mediante

unestudioestadísticomultivariable,compararloconelde los factorespronósticosclásicos.

¡.1 .- REVISIÓN HISTÓRICA Y CLASIFICACIONES HISTOLÓGICAS.

En 1946 Arthur PurdyStout (Stout, 1946)describió,bajo el término de RMS, unanueva

variantede sarcomacon origenen el músculoesqueléticoestriado.

Durante los años50 fueron apareciendosucesivaspublicacionessobreestos tumores,la

mayoríaconun pequeñonúmerode casos,que describieronla variantebotrioide(Mostofi,

1952; Ober, 1954; Hom, 1955; Farinacci 1956), embrionaria(Stobbe, 1950) y alveolar

(Riopelle, 1956); pero fueron Hom y Enterline (Hom, 1958) los que definieron con

precisión las característicasdel RMS y lo clasificaron según criterios clínicos e

histológicos.

¡.1.1.- CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA CLASICA.

Horn y Enterline (Hom, 1958) reconocieroncuatro tipos histológicos: pleomórfico,

alveolar,embrionarioy botrioide (Tabla1-1).

1 .-RMS pleomórfico: Stout en 1946 (Stout, 1946) describióestavariante,anteriormente

denominadaRMS clásico, como un tumor de células fusiformes, muy pleomórficas,

frecuentementemultinucleadas,con citoplasmaeosinófilo y estriacionestransversales

ocasionales,que se disponían formando un sincitio. Esta neoplasiamuestramarcada

predilecciónpor las extremidadesinferioresde personasadultasy secomportacomo una

masa tumoral de crecimiento rápido, con elevado índice de recidivas y frecuentes
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metástasisapulmóny ganglioslinfáticos.

2.-RMS alveolar:Tumor que fue descritopor Riopelle y Thériault (Riopelle, 1956) en

1956 y denominadoalveolarpor su característicoaspectohistológico. Aunquepresenta

ciertavariabilidadmorfológicasiempresesueleobservarunainterrelaciónentreel estroma

y las células neoplásicas.Estas células son redondeadaso poligonales de diferentes

tamaños,algunasde ellasgigantesy con estriacioneslongitudinaleso transversales,y se

disponenalrededorde ejesde tejido conectivocon vascularizaciónvariable,remedandoa

tumoresde estirpeepitelial, especialmenteadenocarcinomas.La localizaciónesdiversay

suelepresentarseenadolecenteso adultosjóvenes.La agresividadclínicaessemejantea la

del RMS pleomórfico.

3.- RMS embrionario: En 1950 Stobbe y Dargeon (Stobbe, 1950) describieronlas

característicasmorfológicas de la variante embrionaria. En su forma más típica son

neoplasiassólidas constituidaspor células fusiformes, con núcleo único central y

abundante citoplasma eosinófxlo. Otras veces predomina una población celular

predominantementepequeñae indiferenciada,intercaladacon otras células de mayor

tamaño, que tienen un núcleo pequeño,oval, con abundantecitoplasmaeosinófilo y

escasasestriacionestransversales.El estromaen generalesescaso,con ciertatendenciaa

la degeneraciónmixoide. Sontumoresde niñosy adolescentesque afectana la cabezay el

cuello,especialmentelaorbita,y al tractourogenital.

4.- RlN’IS botrioide:En 1955Hom (Hom, 1955)describiólas característicasmorfológicas

del RMS botrioide, consideradouna variantedel RMS embrionario.Macroscópicamente

son tumores vegetantes,multilobulados, con aspectode racimo de uvas. El aspecto

histológico de este tumor es característico,y está constituido por masas polipoides,
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edematosasy muy poco celularesen el centro que están revestidaspor la membrana

mucosadel lugarde origen.Unacaracterísticahistológicaesencialpara sudiagnóstico,no

siemprebien desarrollada,es la presenciade una banda de células tumorales,situada

inmediatamentepor debajo de la mucosa llamada “capa de cambio” de Nicholson

(Nicholson,1950).Estascélulassonfusiformesy monomorfas,con moderadacantidadde

citoplasmay se disponenparalelasa la superficie del pólipo. Las mitosis puedenser

abundantes.La edadmediade presentaciónesinferior a la de otros RIVISs, y se localiza

exclusivamenteen la submucosade cavidades.

Estaclasificación(Hom, 1958),quesupusoel primerintento de gradaciónhistológicaen el

RMS, tuvo una gran aceptación,manteniéndosedurante largo tiempo en vigencia. Fue

adoptadapor la OrganizaciónMundial de la Salud(OMS) (Enzinger,1969; Agamandis,

1986) y el IntergroupRhabdomyosarcomaStudy (IRS) (Newton, 1988; Crist, 1990;

Asmar, 1994; Crist, 1995; Newton, 1995).Peroa pesarde su gran difusión, suaplicación

en la rutinadiagnósticacarecíade unaimplicaciónpronósticay unagradaciónhistológica

biendefinida.

Tabla 1-1.- Clasificación histológica clásica.

RMS alveolar.

RMS pleomárfico.
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¡.1.2.-CLASIFICACIÓN CITOHISTOLÓGICA.

Así seestablecieronlas basesparaposterioressistemasde gradación,comola clasificación

citobistológicacreadapor Palmer(Palmer,1981; Palmer,1982), en la que se empleóla

atipianuclearcomoprincipal criterio y seidentificarondos subtiposde mal pronóstico:el

monomorfo y el anaplásico(Tabla 1-II). Esta clasificacióncitohistológica tuvo escasa

aceptación,probablementedebido a la diferentevaloraciónhistológica,con respectoa los

otrossistemas(OMS, JRS1) quedefiníanconstantementeel tipoalveolary embrionarzo.

El problemaparaestablecerunacorrectaclasificaciónhistológica,que permitieradividir a

los pacientesendiferentesgruposde riesgo,persistiódurantemuchotiempo, en gran parte

debido a la relativa rareza de estos tumores, a su falta de uniformidad histológica

(González-Crussi, 1979) y finalmente a la gran diversidadde factores con influencia

pronóstica:localización,edad,terapéuticay estadioclinico.

RMS monomorfo

Otros:

* RMS indiferenciado

* RMS inclasificable

* RMS mixto

Tabla 1-ii. - Clasificación citohistológica, propuesta por Palmer.

RMS anaplásico

6



Introducción

3.1.3.- GRUPOS COOPERATIVOS DE ESTUDIO DEL RARDOMIOSARCOMA.

Todo ello propició la creaciónde grandesgruposcooperativosde estudiocomo el inter-

Americano (IRS 1-11-111) (Maurer, 1977; Maurer, 1981; Gehan 1981; Lawrence, 1987;

Newton, 1988; Maurer, 1988; Maurer, 1989; Crist, 1990; Parham, 1991; Kodet, 1993;

Maurer, 1993; Newton, 1995; Crist, 1995; Kodet, 1997) y el mier-Europeo(SIOP)

(Flamant, 1984; Flamant, 1985; Rodary, 1988; Caillaud, 1989; Rodary, 1991; Reboult-

Marty, 1991;Flamant,1991)que intentaron:

EJ Reclutarcasosde formaconjuntaparaintroducirla aleatorizaciónen los estudios.

EJ Aumentarlasupervivenciade los pacientes.

EJ Mejorarsucalidadde vidareduciendolas secuelasdeltratamiento

EJ Investigarnuevosfactorespronósticos.

EJ Establecerunaclasificaciónhistológicauniversalcon implicaciónpronóstica.

¡.13.1.- INTERGROIJP RHABDOMYOSARCOMA STIJDV lvii.

A) OBJETIVOS Y CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA.

El Intergroup Rhabdomyosarcoma Study es una organización anglo-americana

constituida por tres grandesasociaciones(Chidren’s Cancer Study Group, Pediatric

OncologyGroup y UnitedKingdomCbildren’sCancerStudyGroup)quepretendeintegrar

los RMSs de diferentes centros de referenciacon el objetivo de diseñar estudios

experimentalesmultidisciplinarios.El IRS en sus trabajos1 (Gerson,1978;Maurer, 1988)

y 11 (Newton, 1988; Crist, 1990; Maurer, 1993), que empezaronen 1972 y 1978

respectivamente,aceptaronla clasificaciónconvencional(Hom, 1958) con la adición de

subeategoríaspara las formasde sarcomaindiferenciado(inicialmentellamadosarcoma
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de células pequeñastipo indeterminado),sarcoma inclasificable (cuando la escasa

cantidado calidaddel tejido impideunaclasificaciónmásprecisa)y sarcomade Ewing

extraóseo(EOE),queyahabíasido descrito(Angervalí, 1975)(Tabla 1-111).

> EOE

> Sarcoma de célula pequeña, tipo indeterminado.

> Sarcoma no clasificable.

Tabla 1-111.- Categorías adicionales a la clasificación histológica convencional.

R) APORTACIONES DEL IRS.

Las aportacionesde estostrabajos1 y II del JRSse puedenresumirde la manerasiguiente:

u Son los primeros estudios(Newton, 1988) importantesdirigidos a comprobar la

relación entre el patrón histológico y el curso clínico. Revisan1782 casosy los

clasificansegúnla clasificaciónconvencionalmodificadaen: alveolar, embrionario,

botrioide, pleomórfico, indiferenciadoy EOE. Encuentranuna clara relación con el

pronóstico,siendola supervivenciaa los tres añosdel 53% paralos tipos histológicos

alveolar e indiferenciado, 68% para el embrionario, 75% en el EOE y RIVIS

pleomórficoy del 88%parael RMS botrioide.

O Observan que la distribución de las diferentes variantes histológicas difiere

sustancialmentede acuerdoa la localizaciónprimaria del tumor. La mayoríade los

tumores del aparato genitourinario son embrionarios(71%) o botrioides (20%),

mientrasquelos tumoresde extremidadessonalveolares(50%)o embrionarios(24%).
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Es el primer gran comité que busca una clasificación pronóstica intemacional,

sugiriendo la importancia que podría tener la inmunohistoquimica(IHQ) para su

desanolío

o Por último, la filosofia del IRS fue establecer protocolos terapéuticos

multidisciplinarios empleandouna quimioterapiainicial más agresiva,con el objetivo

de aumentarla supervivenciaglobal de estospacientesy disminuir las secuelasfisicas

y funcionales.

1.1.3.2.- SOCIEDAD INTERNACIONAL DE ONCOLOGÍA PEDIÁTRICA.

A) OBJETIVOS Y CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA.

La SociedadInternacionalde Oncología Pediátrica (SIOP) (Flamant, 1984; Flamant,

1985; Rodary, 1988; Calliaud, 1989; Rodary, 1991; Reboult-Marty, 1991; Flamant, 1991)

abordó un estudiomultidisciplinario realizadopor colaboradoreseuropeos,entre 1975 y

1983, que pretendíacompararel tratamiento con quimioterapiaantes y despuésdel

tratamiento local definitivo. Su otro objetivo era mejorar la clasificación histológica

convencional;sus criterios fueron diferentesa los empleadosen otras clasificacionesy se

basaronfundamentalmenteen el gradode diferenciacióncelular,comoya sehabíadescrito

anteriormenteen la literatura(Schmidt,1986)(Tabla1-1V).
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• e e

> Sarcoma embrionario.

> RMS embrionario.

&~ Laxo.

t Botriolde

+ No botriolde.

~‘ Denso.
+ Pobremente diferenciado.

* Bien diferenciado.

‘> Alveolar.

~‘ No especificado.

> RMS pleomórfico del adulto.

> Otros sarcomas de partes blandas especificado.

> Sarcomas no especificados.

Tabla 1-1V.- Clasificación histológica de los RMSs según la SIOP.

Este ensayoclínico analizó 513 RMSs del Registro Europeode TumoresPediátricosy

aunqueningunade las dosopcionesterapéuticamostrómejoresresultados,los pacientes

querecibieronquimioterapiainicial seguidade tratamientolocal dirigido ala masaresidual

consiguieronsimilar supervivenciapero con menossecuelasimportantes(Flamant,1984).

Además, observaronun mejor pronóstico en el RMS botrioide laxo y RMS bien

diferenciado denso que en el RMS no botrioide laxo, el RMS denso pobremente

diferenciadoy el RMS alveolar.

8) ENSAYOS TERAPEIJTICOS.

El primerensayode la SIOP serealizóentre 1975y 1984 y los resultadosaparecieronen

los estudiosMMT 84 (1975-1984)(Flamant,1984),MMT 89 (1989-1994)(Carli, 1993)y
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MMT 95 (iniciado el 1 deJuliode 1995)en los cualesseinvestigó,al igual queen el IRS,

el uso de protocolosde quimioterapiainicial másagresivay la restriccióndel tratamiento

local (cirugiay radioterapia)agresivo.

Las aportacionesde estosdosestudioscooperativoshan contribuidoextraordinariamentea

desarrollar nuevas clasificaciones histológicas y distintas modalidades terapéuticas

multidisciplinariasen los pacientesconestetumor.Los objetivoscon queseiniciaronestos

trabajospersistenen la actualidaden el IRS IV y el MMT 95. Estos trabajospretenden

colaboraren el diseñode un nuevoprotocolode tratamiento,especialmenteparalos RMSs

en estadioIV.

C) ESTRATEGIA TERAPELITICAS DEL MMT 89.

La estrategiaterapéuticaempleadaactualmentepor el MMT 95, en función de los

resultadosobtenidosen el MMT 89 esla siguiente:

1) ESTRATEGIATERAPEÚTICAPARA LOS RMSsDE BAJO RIESGO.

~ Criteriosde inclusion

.

Se incluyen en estegrupo todos los tumoreslocalizadosy resecadostotalmentede

cualquierlocalización(Ti NOMO o estadio1),excluyendolos RMSs alveolares.

•. Tratamiento

.

El tratamientoes en todos los casosresecciónquirúrgica completay quimioterapia

limitada con Vincristinay ActinomicinaD.

2) ESTRATEGIA TERAPEÚTICA PARA LOS RMSsDE RIESGOESTÁNDAR.

~ Criteriosde inclusión.Se incluyenen estegrupo:

- Tumoreslocalizadosincompletamenteresecados.
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- Tumores que se extienden más allá del órgano de origen, completa o

incompletamenteresecados.

- En todos los casosdebenestarlocalizadosen regionesfavorables(Tabla 1-y) y no

serde tipo alveolar.

Extremidades

Retroperitoneo

lntratorácico

Cabeza y cuel¡o

Partes blandas

Periné

Oldo

Senos

Tabla l-V. Clasificación pronóstica de los
Criterios empleados por el RS e INC.

RMSs según la localización.

St Tratamiento

.

El tratamiento estándar en este grupo es quimioterapia inicial (Vincristina,

Actinomicina D y Ifosfamida)con la intenciónde reducirel tratamientolocal agresivo

en los pacientesque alcanzabanla remisión completa.Los pacientesque alcanzanla

remisión completacon quimioterapiano recibencirugía agresiva.Los pacientesen

remisiónparcialrecibentratamientolocal definitivo con radioterapiay cirugia.

3) ESTRATEGIATERAPEÚTICAPARA LOS RMSs DEALTO RIESGO.

y Criteriosde inclusión. Seincluyenenestegrupo:

FAVORABLE DESFAVORABLE

Orbita

Paratesticular

A. Gastrointestinal

Próstata

A. Genitourinario

Otros

12
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Tumorescon la misma extensiónque el grupo anterior, pero con localización

desfavorable(Tabla1-y).

- RMSsalveolaresencualquierestadio.

~. Tratamiento

.

- Cirugía inicial o biopsiay quimioterapiaintensiva.Los pacientessondivididos

aleatoriamenteentredosesquemasde tratamientodistintos:

- EsquemaA: Carboplatino,Epirubicina,Vincristina, Ifosfamida,ActinomicinaD

y Etopósido.

- EsquemaB: Ifosfamida,Vincristinay ActinomicinaD.

4) ESTRATEGIATERAPEÚTICAPARA LOS RMSsEN ESTADIOIV.

+ Criterios de inclusión

Tumoresmetastásicosenel momentodel diagnóstico.

•. Tratamiento

.

En este protocolo no se contemplanlas recomendacionespara este grupo. La

poliquimioterapiay radioterapiapersonalizada,fue el tratamientode elecciónen estos

pacientessegúnsusnecesidades.

5) ESTRATEGIA TERAPEÚTICA PARA LAS RECAÍDAS

O Recaídasen RMSsdebaloriesgoy riesgoestándar

.

Poliquimioterapiacon: Ifosfamida,Carboplatino,Epirubicinay Etopósido.

4 Recaídasen RMSsdealto riesgo

.

Poliquimioterapiacon: Epirubicina,Carboplatino,Etopósidoy Vincristina.

Sepretendepuesque el MMT95 investiguenuevosfactorespronósticosy exploreel valor

terapeútico de una quimioterapiamás intensiva para los RMSs en estadio IV y los

13
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pacientesde alto riesgosin metástasis.

¡.1.4.- INSTITUTO NACIONAL DEL CANCER.

A) CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA.

Posteriormente,el Instituto Nacionaldel Cancer(INC) de EEUU(Tsokos,1992) (Tabla

1-VI), en un estudiotambiéndirigido a comprobarla relaciónentrepatrón histológicoy

curso clínico, clasifica a los RMSs de acuerdocon el patrón de crecimiento y las

característicascitológicasen dostiposbásicos:embrionarioy alveolar.

8) APORTACIONES.

Las principalesaportacionesdelINC fueron:

uj ReconocerlavariantesólidadelRMS alveolarqueconsisteen unaversion“compacta”

de estetumor,constituidaporcélulasredondascon característicascitológicassimilares

a las del tipo alveolarconvencional,escasaniiogénesisy ausenciade patrónalveolar.

o Encontraruna clara asociacióncon el pronóstico.Los tumorescon patrón alveolar

(clásico y sólido) tienenun comportamientomuy maligno, mientrasque los de patrón

embrionariotienenun pronósticomásfavorable.

Estaclasificaciónincrementóel problemadiagnósticoal reconocerla variantealveolar

sólida. Este tumor presentasemejanzaen su aspectohistológico con algunos RMSs

embrionarios,pero implica el mismo pronósticodesfavorableque la variante alveolar

clásica,

14
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RMS embrionario (favorable)

Convencional

Con caracteristicas histológicas agresivas.

Pleomórfico

Lejomiomatoso

u RMS alveolar (desfavorable).

• Convencional.

• Alveolar sólido.

u RMS pleomórfíco.

u Otros.

Tabla 3-VI.- Clasificación histológica del INC.

Li .5.- OTRAS APORTACIONES HISTOLÓGICAS.

Poco despuésCavazzana(Cavazzana,1992) describióel RMS embrionariode células

fusiformes. Estetumor se caracterizapor mostraruna marcadadiferenciaciónmuscular

esquelética,tenerbajo potencialde malignidady localizarsepreferentementeen la zona

paratesticular.Segúnlos datospublicados(Cavazzana,1992; Leuscbner,1993; Newton,

1995),el pronósticollamativamentefavorablede estetumorjustifica su separacióncomo

variantehistológicaen la última clasificacióndel IRS III (Newton, 1995) y de la OMS

(Weiss,1995).

PosteriormenteWijnaendts (Wijnaendts, 1994)en una revisiónde 113 casosencontróuna

asociaciónestadisticasignificativaentrela clasificaciónhistopatológicay la supervivencia

en los RMSs no parameníngeos.Mientrasque el pronósticofue favorableparael RMS de

células fusiformes,botrioide y sarcomaembrionario, el tipo embrionarioconvencional

o

¡ e

e
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tuvo un pronósticointermedioy el tipo alveolarse asocióal peorpronóstico.Segúneste

estudiola localizaciónparameníngeaesporsí mismaun factorpronósticoen lapredicción

del riesgo de recidivaenpacientescon RIvIS, independientedel tipo histológico(Tabla1-

VII).

LOCALIZACIÓN TIPO HISTOLÓGICO PRONÓSTICO

Sarcoma embrionario

RMS Botrioide Bueno

No-paramerfingeo RMS de células fusiformes

1 RMS embrionario Intermedio

RMS alveolar Malo

Parameningeo

Tabla 1-VII. Clasificación pronóstica de los RMSs según tipo histológico y
localización (Wijnaendts, 1994).

1.1.6.-INTERGROLJP RHABDOMYOSARCOMA STLJDY III.

A) CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA.

En 1994 el IRS-III (Asmar, 1994) se propusoestudiarlas característicasmorfológicas

asociadasa un buen o mal pronóstico en 800 RMSs, según los cuatro sistemasde

clasificaciónhistológica (Tabla 1-VIII): Sistemaconvencional,SIOP, INC y sistema

citohistológico. Su objetivo era encontrar una clasificación universal, verificada,

reproducible y con implicaciones pronósticas que fuera aceptadapor todos sus

participantes.

B) APORTACIONES.

C) Las principalesaportacionesde esteestudiofueron las siguientes:

16
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ci El RMS embrionarioconalgunasáreasdeaspectoalveolar,debeserclasificadocomo

alveolarcon vistasal pronóstico.

o El EOE es una neoplasia confundida frecuentementecon el RMS pobremente

diferenciado.

u Todaslas clasificacionesdemuestranasociaciónestadísticacon la supervivencia,pero

estáesmásmarcadacuandoseempleael sistemaconvencional.

u Lavariantesólidadel RMS esun subtipode la formaalveolar.

u Lavariantepleomórficaquedaeliminadapuesesun tipo histológicoinusualen la edad

pediátricaquepodríaserequiparablea la varianteanaplásicadeRMS embrionario.

CONVENCIONAL CITOHISTOLÓGICO

-EOE -EOE

NOIFERENCIADO - NO ESPECIFICADO - INCLASIFICABLE-1 - SARCOMA EMBRIONARIO

- LAXO NO BOTRIOIDE - EMBRIONARIO OLSICO

- EMBRIONARIO
- EMBRIONARIO AGRESIVO - MIXTO

- BOTRIOIDE

- PLEOMÓRFICO

- ALVEOLAR

BIFÁSICO
DENSO POBREMENTE
DIFERENCIADO
DENSO BIEN
DIFERENCIADO

- LAXO BOTRIOIDE

- PLEOMÓRFICO

- ALVEOLAR MIOGÉNICO
- ALVEOLAR INTERMEDIO

- 1 NOIFERENCIADO - ALVEOLAR PLEOMÓRFICO

- EMBRIONARIO
LEIOMIOMATOSO

- ALVEOLAR SOLIDO

- OTROS

- PLEOMÓRFICO

- ALVEOLAR
MONOMÓRFICO

- ALVEOLAR
PLEOMÓRFICO

-INCLASIFICABLE

Tabla 1-VIII.- Comparación de los cuatro sistemas de clasificación histológica de los RMSs.

INDIFERENCIADO

ANAPLASICO

MONOMÓRFICO

- INDIFERENCIADO

17



Introducción

1.1.7.- NUEVA CLASIFICACIÓN INTERNACIONAL.

Con estetrabajosecrearonlas basesparala nuevaclasificación internacional(Tabla 1-

IX) desarrolladaentre 1994y 1995porel IRS (Asmar,1994; Newton,1995)quereconoce

cuatro tipos: 1) En la categoríade buen pronóstico están las variantes botrioide y

fusocelulardel RMS embrionario. 2) El grupo de pronósticointermedioestáconstituido

porel RMS embrionarioconvencional.3) Comotipos de mal pronósticofiguranel alveolar

(clásicoy sólido) y el sarcomaindiferenciado.4) El grupode pronósticoindeterminadolo

constituyen el RMS con característicasrabdoides. El RMS embrionario de células

fusiformes, es una variante infrecuenteque equivale a la forma leiomiomatosade la

clasificacióndel INC (Tsokos,1992).El sarcomaindiferenciadoesfundamentalmenteun

diagnósticodeexclusión

y el grupo 4 es una rareza, con lo que en la práctica, actualmente,la clasificación

histológicade los RMSs quedareducidaa tres grupos,dos de ellos constituidospor los

RJvISsembrionariosy el otro por los RMSsalveolares.

buen pronostico

• RMS botriolde.

• RMS de células fusiformes

Pronóstico intermedio.

• RMS embrionario.

Mal pronóstico.

• RMS alveolar.

• Sarcoma indiferenciado.

Pronóstico incierto.

• RMS con características rabdoides.

Tabla l-IX.- Nueva clasificación internacional de los RMSs.
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1.1.8.- CLASICACIÓN DE LA ORGANIZACIÓN MUNDIAL DE LA SALID.

La actualclasificaciónde la OMS (Weiss, 1995) esunavariantede la gradaciónpropuesta

por Hom y Enterline (Horn, 1958) pero con la adición de dosnuevascategorías:IiMS

embrionariode células fusiformes y ectomesenquimoma(Tabla I-X). A pesarde su

aceptaciónporesteprestigiosocomitéinternacional,estaclasificaciónde la OMS presenta

dificultadesdeaplicaciónen la rutinadiagnóstica.

En resumen,la gradaciónhistológicade estaneoplasiacon fines pronósticossigue siendo

motivo de controversiaen la literatura,apesarde que sonnumerososlos estudiosque han

demostradouna correlación altamente significativa entre el tipo histológico y la

supervivencia(Newton, 1988; Caillaud, 1989; Crist, 1990; Tsokos, 1992; Asmar, 1994;

Newton,1995; Coffin (A), 1997).

Tabla l-X.- Actual clasificación de la OMS.

La biologíamolecularha contribuidoextraordinariamentealdesarrollode unaclasificación

genéticacon implicacionespronósticasy terapéuticasen otros tumorespediátricoscomo el

sarcomade Ewing y el tumorneuroectodérmicoprimitivo (Delatíre,1994),sin embargoen

• • ‘•~ 1 ~ -, 1

• RMS embrionario

• RMS botriolde

• RMS de células fusiformes

19



Introducción

el RilvIS seconocenmuy poco los factoresgenéticosque influyen en el comportamiento

biológico. Mientras que esto se logra, la clasificación internacionaldel RMS (Newton,

1995) ha pretendidocrearun sistemamorfológico, fácilmentereproducibleque permita

estandarizarprotocolosterapéuticosy diagnósticosen funcióndelpronóstico.

1.2.- FACTOR[S PRONOSTICOS.

La supervivenciaen el RMS infantil ha mejoradomuchocon el empleo de tratamientos

combinados.Un datoconstanteen los estudiosde la SJOPy el IRS anteriormentecitados,

es que la supervivenciaa los 5 años para este grupo de tumores ha aumentado

progresivamenteen las últimas décadas(desdeel 25% en 1970 al 70% en 1995) (Pappo

(A), 1995),pero todavíala evoluciónclínicadel RMS es muy variable, lo quetraducela

diferenterespuestaa la quimioterapiaquetienenunoscasosfrentea otros (Neifeld, 1979;

Gehan, 1981; Lawrence, 1987; Newton, 1988; Rodary, 1988; Maurer, 1993; Pappo(B),

1995). En el pasado,seconsideróal RMS como una enfermedadsin pautasterapéuticas

bien establecidasy evolucióncasisiempremortal; estoes debidoa la infrecuenciade este

tumor asícomoa la escasezde informaciónen la literatura.En la actualidad,la aportación

de nuevosprotocolosterapéuticospor los gruposinter-Europeoe inter-Americanoestán

contribuyendo extraordinariamentea la planificación de estrategias terapéuticas

conservadorasasí como a identificar nuevos marcadorespronósticos que mejoren

sustancialmentela supervivenciay calidadde vida de estospacientes.

El pronósticode los RlvlSs pareceasociadoa distintosfactores,unosrelacionadoscon el

paciente: edad, sexo, localización, tamaño y estadio, y otros con las características

biológicas de la neoplasia.Entre estosúltimos algunossonbien conocidoscomo el tipo
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histológico, otros están poco estudiados como la ploidía y el IPC. El efecto sobre el

pronósticodel RMS quepuedenteneralgunosmarcadorestumoralesya conocidoscomo la

p53, mdm-2, p21 y pí6 estápor determinar. Es muy posible que la respuestaa la

quimioterapia,y por tanto el pronósticode los RMSs, se vea influenciadapor la acción

sinérgicade variosde estosfactoresy de otrosque esténpordescubrir.

1.2.1.-FACTORES PRONÓSTICOS ULSICOS.

12.1.1.-EDAD.

Tradicionalmentese ha consideradoque la edad es un factor pronóstico de enorme

importanciaen los tumoressólidos malignosinfantiles,como el neuroblastoma(Breslow,

1971;Kinnier-Wilson, 1974)y LLA (Reaman,1985;Hammond,1986).

La influenciade la edaden la supervivenciade los RMSsestátodavíaporaclarar,pero se

ha demostradosuficientementeunapeorrespuestaa laquimioterapiaen los adultos(Lloyd,

1983; De Jong,1987; Miettinen, 1988; Prestidge,1989; Nakleh, 1991; La Quaglia,1994).

Existe la posibilidadde que estamalarespuestasea debidaa característicasintrínsecasde

la neoplasiao biena unapeortoleranciaal tratamiento(Lawrence,1964; Lloyd, 1983; De

Jong, 1987;Prestidge,1989).

La mayor partede los estudiosclinicopatológicosde series infantiles amplias no han

encontradodiferenciasignificativa en el pronósticosegúnla edad(Ragab,1986; Maurer,

1988;Maurer, 1993;Mameghan,1993; Wijnaendts,1993;Wijnaendts,1994; Niggli, 1994;

Crist, 1995; DeZen, 1997).Sin embargo,algunostrabajosdel IRS (Crist, 1990; Andrassy,

1996),de la SIOP (Rodary, 1988; Reboul-Marty, 1991) y de otros autores(Sutow, 1970;

Tsokos, 1992; Kilpatrick, 1994; La Quaglia, 1994)han demostradouna influenciade la
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edaden la supervivencia(Sutow,1970;Crist, 1990;Reboul-Marty,1991;Kilpatrick, 1994;

Andrassy,1996) y enel intervalolibre de enfermedad(ILE) (Rodary, 1988;Reboul-Marty,

1991;La Quaglia,1994),mostrandoun pronósticomásfavorablelos niños menores.En un

sólo estudio(La Quaglia, 1994) se ha demostradoque la edades un factor pronóstico

independiente.La Quaglia(La Quaglia,1994) en una serieamplia y homogéneade 290

RMSs, la mayorpartede ellos infantiles (85 % en menoresde 21 años),demostróque la

edaderaun factorpronósticoindependiente,estadisticamentesignificativo y determinante

en los tumoresinvasivosno metástasicos.Esteautor atribuye el fenómenoa la diferente

respuestaa la quimioterapia,o bien a que las células neoplásicasseanbiológicamente

diferentes.

Por último, la relación entrela edady el tipo histológico en el RMS estáampliamente

descritaen la literatura (Caillaud, 1989; Tsokos, 1992; Wijnaendts,1994; La Quaglia,

1994; Harms, 1995; Coffin (A), 1997). Ambos parámetrossiguen una distribución

bimodal: los tumores embrionariosson más frecuentesen niños menoresde 10 años,

mientrasque los alveolarespredominanen niños mayoresy adolescentes(Gaiger, 1981;

Newton, 1988; Caillaud,1989; Tsokos,1992; Wijnaendts,1994; Harms,1995; Coffin (A),

1997).Estos datospodríanjustificar que la edadno seaun factorpronósticoindependiente

en la mayoríade las series(Ragab, 1986;Maurer, 1988; Maurer, 1993; Mameghan,1993;

Wijnaendts,1993; Wijnaendts,1994; Niggli, 1994; Crist, 1995; De Zen, 1997)ya que su

valor pronósticoiría ligado al tipo histológico.

3.2.1.2.- SEXO.

En la mayoríade las seriesseapreciaun ligero predomiodel sexomasculino(Newton,
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1988;Maurer, 1988; Molenaar,1988;Rodary, 1988; Caillaud, 1989;Reboult-Marty,1991;

Shapiro,1991; Maurer, 1993; Enzinger,1995; De Zen, 1997)que esmásmarcadoen los

RMSs embrionanos(Newton, 1988; Molenaar, 1988; Caillaud, 1989; Enzinger 1995), lo

que podríajustificar la aparentemejor evolución de estetumor en los varones.Un solo

estudio del registro de la SIOP (Rodary; 1988) demostró que el sexo era un factor

pronóstico independienteen los RMSs no metastásicos;según este estudio, el sexo

masculinoimplicaríamejorpronósticoy evolución.

1.2.1.3.-LOCALIZACIÓN.

La localizacióndeltumor serelacionacon el pronósticoen los RMSs, de tal formaque esta

asociación ha permitido enunciar el concepto de localizaciones favorables y

desfavorables.Sin embargo,no existeun acuerdo generala la hora de agrupar los casosen

localizaciones favorables y desfavorablesJo que dificulta extraordinariamentela

comparaciónde los resultadosentre las diferentes series. La clasificación con mayor

aceptacióninternacionalha sido la empleadapor el IRS (Sutow, 1970; Gehan, 1981;

Raney,1981),que posteriormenteha sido adoptadaporel INC (Tsokos,1992) (Tabla1-y),

mientras que otros estudios multivariablesde supervivenciaagrupanla localización en

genitourinario/resto(De Zen, 1997),o parameníngeos/restocomo la SIOP y otros autores

(Caillaud, 1989; Rodary, 1988;Wijnaendts,1994) (TablaJ-XI).
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Buen pronóstico Pronóstico intermedio Mal pronóstico

1-Orbitarios 1-Otras localizaciones 1-Parameningeos

(no parameníngeos) (no parameníngeos)

2-Vaginales

3-Paratesticulares

Tabla l-XI. Clasificación de la SIOP según el pronóstico y la localización.

A pesarde estasdisparidadesla mayorpartede los estudiosquevaloranla asociaciónentre

localizacióny pronósticoen seriesamplias de RMSs muestranunacorrelaciónestadística

independiente(Sutow, 1970;Neifeld, 1979; Gehan,1981;Flamant,1984; Lawrence,1987;

Rodary, 1988; Maurer, 1988; Caillaud, 1989; Crist, 1990; Rodary, 1991; Tsokos,1992;

Wijnaendts,1994;Newton,1995; Andrassy,1996;Nakanishi,1997),aún cuandolos datos

provengande diferentesregistrosy se empleendiferentessistemasde clasificación.Por

otraparte,varios autores(Gehan,1981; Rodary, 1988; Caillaud, 1989; Wijnaendts,1994;

Andrassy 1996) han demostrado en estudios multivariables que las localizaciones

parameníngea(Rodary, 1988; Caillaud, 1989; Wijnaendts 1994) y en extremidades

(Gehan, 1981; Andrassy,1996) son factoresde mal pronóstico, independientementedel

tipo histológico. Sin embargoen otros estudiosclínicopatológicos,la localizaciónno

muestrarepercusiónpronóstica(Reboul-Marty, 1991; Pappo, 1993; Kilpatrick, 1994; De

Zen, 1997). Estos datossugierenque la localizaciónpodríaestarcondicionadaporotros

factorespronósticos,comola ploidía,el tipo histológicoy el IPC:

La ploidía: Segúnalgunosestudiosla mayorpartede los tumoreslocalizadosen el aparato

urogenitalsonhiperdiploides,mientrasque los tumorestetraploidesestánlocalizadosmás
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frecuentementeen las extremidades(DeZen, 1997).Paraotrosautores(Wijnaendts,1993),

la mayoría de los tumores localizados en aparato urogenital, cabeza y cuello son

aneuploides,y los localizadosen tórax, abdomeny extremidadesson másfrecuentemente

diploides.

Tipo histológico:Alrededordel 70%de los tumoressituadosen a. genitourinario,órbitay

senosparanasalesson botrioides, mientras que en las extremidadespredominael tipo

alveolar.(Caillaud,1989;Enzinger,1995;Andrassy,1996;DeZen, 1997).

IPC: Algunos estudiosdemuestranque los tumores de extremidadesy parameningeos

tienen IPC superioresal 14% en el 90% de los casos; mientras que los tumores

urogenitalesy de cabezay cuello no parameníngeostienenIPC inferioresal 14%(DeZen,

1997).

Por último, caberesaltarque la localizaciónes un factor pronósticodeterminanteen la

clasificación por estadiosprevia al tratamientosegúnel sistemapropuestopor el JRS

(Lawrence, 1987) (Tabla I-XII) y por lo tanto es un factor decisivopara la estrategia

terapéuticaa seguir.

Localización favorable, MO

II Otra localización Ta NO MO

III Otra localización Tb NO, Tb Nl MO o Ta Nl MO

IV Ml

Tabla l-XII. Clasificación del RS según el estadio clínico previo al tratamiento.

Abreviaturas: MO, ausencia de metástasis. MI, metástasis a distancia. TO, sin invasión
fuera del músculo de origen. TI, invasión fuera del músculo de origen. NO, sin metástasis
en ganglios linfáticos regionales. NI, metástasis en ganglios linfáticos regionales. a,
tamaño <5 cms. b, tamaño >5 cms.
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3.2.1.4.- TAMAÑO.

El tamañopodríaserun factorpronósticoindependienteenel RIvIS, junto con el estadioy

la localización,segúndostrabajosclínico-patológicosrecientesdel IRS III (Newton,1995;

Andrassy, 1996); con unos resultadosque difieren de los obtenidospor el ¡RS en los

proyectos1 y 11 en los que no se demostródicha asociación(Lawrence, 1987; Maurer,

1988; Crist, 1990). Posiblementeel desarrollode las nuevastécnicasde imagenhaya

contribuidoa unavaloraciónmáscorrectadel tamañoen el RMS. No obstante,esllamativa

la escasezde estudiosque valoran esteparámetropronóstico tan importanteen otras

neoplasias.La estratificaciónempleadapor el ¡RS (Maurer, 1981),que es la clasificación

por estadiosmásempleadaen estetumor, no considerael tamañoen suvaloración(Tabla

¡-XIII), adiferenciadel tradicionalsistemaTNM/UICC (Harmer,1982) (Tabla¡-XIV). Sin

embargo,es aceptadopor el ¡RS en la clasificaciónpor estadiosprevia al tratamiento,

evaluandoel tamañode los tumoressegúnseanmayoreso menoresde 5 cms.

1.2.1.5.- ESTADIO.

En el RiVIS, como en la mayoríade los tumores,el estadioclínico esun factorpronóstico

de máxima importancia (Kingston, 1983; Donaldson, 1984; Pedrick, 1986; Lawrence,

1987; Rodary, 1988; Reboult-Marty, 1991; Gansey, 1991; Wijnaendts 1994; Newton,

1995;Crist, 1995), determinaque la supervivenciadel RMS a los 3 añosvaríede un 48%

parael estadio1 a un 8%parael estadioIV (Crist 1995)segúnlos resultadosdel ¡RSIII.
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De todos los métodosde estratificaciónen diferentesestadios,dosson los que han tenido

mayoraceptación:el sistemaTNM/UICC (Harmer,1982) (Tabla¡-XIII) de amplio uso en

la SIOP (Caillaud, 1989; Reboul-Marty,1991; Kodet, 1997) y la clasificaciónpropuesta

por el ¡RS (Tabla ¡-XIV) (Maurer 1975) que tiene mayor difusión y aceptación

internacional(Tsokos,1992; Mameghan,1993; Wijnaendts,1994;Pappo(A), 1995; Crist,

1995;De Zen, 1997).

El sistemadel ¡RS esel métodomás útil paraclasificarel tumor despuésde la resección

quirúrgica,ya que valora su reseccióntotal o parcial. Sin embargo,estesistemaha sido

duramentecriticado en función de los consejos terapeúticos de los dos registros

internacionales(Pappo(A), 1995),que recomiendauna quimioterapiainicial agresivay la

restricción terapéuticalocal. Según estas conclusiones,es necesariauna clasificación

pronósticaestrictapreviaal tratamiento.

Sobre la basede estoscriterios, el ¡RS (Lawrence, 1987) adoptauna modificación del

sistemade clasificaciónTNM. Estanuevaclasificaciónanteriormentecomentada(tabla 1-

XII), es sustancialmentemejorparala valoracióndel tumorpreviaal tratamientoy además

introduce la localización y el tamaño como factorespronósticosdeterminantesen la

clasificaciónporestadiospreviaa laquimioterapia(Pappo(A), 1995)(tabla¡-XII).
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T= Tumor primario

.

10: Sin evidencia de tumor primario.
Ti: Tumor confinado al órgano o sistema de origen.

¡ Tía: Tumor de 5cm o menos en su dimensión máxima.
¡ lib: Tumor de más de 5cm en su dimensión máxima.
¡ 12: Tumor con afectación de uno o más órganos contiguos o con derrames tumorales,

o múltiples tumores en el mismo órgano.
T2a: Tumor de 5cm o menos en su dimensión máxima.
T2b: Tumor de más de 5cm en su dimensión máxima.

¡ lx: No se dispone de las valoraciones mínimas necesarias.

ESTADIO N

> N Adenopatías regionales

NO: Sin evidencia de afectación linfática regional.
Nl: Afectación linfática regional.
Nx: No se dispone de a valoración minima necesaria. Mx debe considerarse como NO

en los estadios 1 y II.

ESTADIO M

> M Metástasis a distancia

MO: sin evidencia de metástasis.
Mí: con metástasis.
Mx : no se dispone de la valoración mínima necesaria.

Tabla ¡-XIII. Estadios clínicos según el sistema TNM.

En cuantoa la influenciadel estadioen la evoluciónclinica, los estadios¡ y II tienenun

pronóstico semejantecuando son del mismo tipo histológico, y por lo tanto podrían

considerarseconjuntamente(Pappo(A), 1995; Maurer, 1988). Por otro lado, aunquelos

estadiosIII y IV tienenmuchopeorpronóstico,sedescribequela afectaciónparameningea

y de extremidadesconfierepeor pronósticoque otrasextensioneslocales(Rodary, 1988;

Caillaud, 1989; Wijnaendts,1994; Andrassy,1996).

ESTADIO T.
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Enfermedad localizada y resecada completamente, sin invasión de los
ganglios linfáticos regionales. Dos son las opciones:
Confinada al músculo o al órgano de origen.

Estadio 1. Afectación por contigúidad. Infiltración fuera del músculo o del órgano de
origen, como ocurre en los planos aponeuróticos.
Se incluyen en este grupo tanto la resección complete comprobada
microscópicamente como la impresión macroscópica de la misma.

Tumor resecado, con restos microscópicos de la enfermedad. No hay
evidencia clínica o microscópica de invasión de ganglios regionales.
Enfermedad regional totalmente resecada. No quedan restos

Estadio ji. microscópicos.
Enfermedad regional con invasión ganglionar ampliamente resecada, pero
con evidencia de restos microscópicos.

Estadio III Resección incompleta o biopsia del tumor con restos macroscópicos

importantes.

Estadio IV Enfermedad con presencia de metástasis desde el principio,

Tabla 1. XIV. Estadios clínicos después del tratamiento. Esquema del IRS.

La existenciade metástasisganglionaresen el momentodel diagnósticoesun factorcon

gran influenciaen la supervivenciay el ILE, por lo que éstasimplican que el tumorsea

incluido automáticamenteen el estadioclínico ¡II (Gehan, 1981; Lawrence, 1987; La

Quaglia, 1994, Andrassy 1996) y constituyenpor lo tanto un factor que ensombrece

significativamenteel pronóstico(Reboult-Marty,1991).Las metástasisadistanciasuponen

el estadioclínico más avanzadoy comportanpor tanto el pronósticomás grave (Niggli,

1994; Wijnaendts,1994;La Quaglia,1994).

Finalmente algunos autores han demostradoque el estadio clínico se relaciona

estadísticamentecon la ploidia (Kowal-Vem, 1990) y el tipo histológico(Caillaud, 1992),

de formaque los tumoresaneuploidesy alveolaressoncon másfrecuenciadiagnosticados

en estadiosIII y IV.
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1.21 .6.- TIPO HISTOLÓGICO.

El RMS esun tumor muy heterogéneoy complejomorfológicamente.En generales una

neoplasiafácil de diagnosticarhistológicamentecomo entidad(Enzinger, 1 995),pero con

importantesproblemasde subtipificación y clasificación que todavía persisten en la

actualidady que reflejan un grado considerablede superposiciónentre las distintas

varianteshistológicasy la ausenciade unos criterios morfológicosestrictospara separar

cadaunade ellas.

Tradicionalmente,los RMSs infantiles se han clasificado en dos grandesgrupos con

importancia pronóstica: el embrionario con pronóstico favorable y el alveolar con

pronósticodesfavorable(Tsokos, 1992). Sin embargo,estaasociaciónparecedesaparecer

cuandosevaloranotros datospronósticoscomo el estadio(Maurer, 1988; Pedrick 1986)y

la localización(Gehan, 1981; Rodary, 1988; Caillaud, 1989; Wijnaendts,1994; Andrassy

1996). La nuevaclasificacióninternacional(Newton, 1995) (tabla I-IX) consideraque el

tipo embrionarioeshistológicamentemásvariadoy que tiene formasde buenpronóstico:

botrioide y fusocelulary otras de pronósticointermedio: embrionarioconvencional.Sin

embargo,a pesardel indudableprogresoque suponenlas nuevasclasificaciones,siguen

existiendo problemasparaclasificarhistológicamentealgunosRMSs como alveolareso

embrionarios,sobretodo despuésde la descripción(Tsokos,1992)de la variantesólidadel

RMS alveolar.

Algunos autoresno han encontradodiferenciaspronósticasentre las distintas variantes

histológicas(Jaffe, 1973; Marsden,1976; Gehan, 1981;Bale, 1983; Suder,1986; Rodary,

1988; De Zen, 1997).Otros demuestranunaasociaciónestadísticaentretipo histológicoy

ploidía, de tal forma que la mayoría de los RMSs embrionariosson hiperdiploides,
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mientras que los RMSs alveolaresson mayoritariamentetetraploides(Shapiro, 1991;

Kilpatrick, 1994).Segúnestosestudios(Shapiro,1991; Kilpatrick, 1994) la ploidíaparece

serun factorpronósticoimportanteen los RMSs. Estoshallazgossugierenque

la ploidia en los RMS infantilespodríacontribuir a clarificar el pronóstico,especialmente

en los casosdifíciles de tipificar histológicamente(Kilpatrick 1994).

Recientemente,Coffin (Coffin (B), 1997)y anteriormenteotros autores(Molenaar,1984;

d’Amore, 1994) han sugerido en series pequeñas, que la citodiferenciación

rabdomioblásticapostquimioterapiaen los RIvISs, podría ser un indicador de buen

pronóstico.Estos resultadosdeberánconfirmarseen posterioresestudioscon seriesmás

amplias.

1.2.2.- 01H08 FACTORES PRONÓSLICOS.

El conocimientoque setiene acercade las característicasbiológicasde los sarcomasde

partesblandas,y en concretodel RMS, es aun muy limitado. No obstante,pareceque la

histología, base fundamental del diagnóstico, no permite predecir por sí sola el

comportamientobiológico de estetumor. La ploidía, actividadproliferativa y diferentes

marcadorescelulareshan sido recientementeincorporadocomo técnicasde estudioen el

RMS. El principal objetivo de los estudioscon estos nuevosmarcadoresbiológicos y

citométricosesdeterminarsuvalor como criteriosdiagnósticosy pronósticos.

l.22.1.- PLOIDÍA.

1.2.2.1.1.- CICLO CEUJL4R.

El ciclo celulartienecomo objetivo final la duplicaciónde la informacióngenéticade una
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célulapara,una vez conseguida,repartirlacon precisiónabsoluta,generandodos células

hijas idénticasala progenitora.

La división celular comprendedosperiodos:la interfaseo fase desíntesis(fase-S),en la

que seproducela duplicacióndel ADN y la división o fase de multiplicación (fase-M)

(quetiene lugarpormitosis,meiosisu otros mecanismosde duplicacióncelular),en la que

seproduceun repartoequitativo de los diferentescomponentescelulares(Fig. ¡-1). En la

interfasesedistinguentresperiodosfundamentales:

FaseG1 queesaquellaetapade la interfasequeprecedea la síntesisdel ADN, porello las

célulasen esteperiodosepreparanparala entradaen la faseS y presentanun contenidode

ADN diploide(2n).

Fase5 que es el periodo de síntesisdel ADN, por lo que el contenidode ADN nuclear

oscilaráentrediploide (2n) y tetraploide(4n).

FaseG2 que es el periodo comprendidoentre la fase 5 y la mitosis. lEn estaetapalas

célulaspresentanunacantidadde ADN tetraploide(4n).

Posteriormenteseproducela mitosisque ocurreen distintosperiodos:Profase,en la que

los cromosomasse condensan;prometafaseen la que los cromosomasse reorientan

terminandoen metafase;anafase,durante la cual, los cromosomasse dividen en dos

partesigualesy seseparany telofaseen la que los núcleossereconstruyen.Despuésde la

mitosis las célulashijas entrannuevamenteen el periodo de quiescenciao fase G0, que

correspondepuesa un estadode célulasen reposo.

En las células que se encuentranen proliferación,estascuatrofasessesucedende forma

continua, ordenaday sujetaa una estrictaregulaciónmediantelos puntos de control y

restricción(Sherr, 1994;Nurse, 1994) (Fig 1-1). La perdidade regulacióndel ciclo celular
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ocasionarála transformaciónmaligna,quesecaracterizabásicamenteporunaproliferación

celular incontroladay una pérdidade la diferenciacióncelular (Cohen, 1990; Preston-

Martin, 1990).

J

Figi-1. Fasesdel ciclo celular y posición de los principales puntos de control y
restricción.

La incorporaciónde la cuantificacióndel ADN por citometria de imageno de flujo al

arsenal diagnóstico y pronóstico está aumentandonuestra capacidadpara valorar la

agresividadde los tumoresy diseñarnuevasestrategiasterapéuticasmáseficaces.

1.2.2.1.2.- CITOMETRÍA DE FLUJO Y CITOMETRÍA ESTÁTICA.

La citometría estática (CME) y la citometría de flujo (CMF) son las dos técnicas

citofotométricasquepermitencuantificardiferentessustanciasquímicascelulares.Los dos
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fenómenosópticosen que sebasansonla absorcióny la fluorescenciarespectivamente.

La citometría de absorción, se basa en la captación de energia luminosa de una

determinadalongitud de ondapor parte de diferentesgruposquímicoscoloreados.En la

tinción sedebenemplearreaccionesquímicasestequiométricas,en las que la intensidadde

la tinción del productofinal seaproporcionala la cantidadde sustanciaa detectar(Rost,

1980).

La citometriade fluorescenciasebasaen la cuantificaciónde la fluorescenciaemitidapor

diversosgruposquímicoscelularesmarcadoscon un fluorocromo,de formaqueel tamaño

delimpulso fluorescenteseaproporcionala la cantidadde la sustanciaquímicaanalizada.

En el campo de la patologíatumoral humana,uno de los componentescelularesmás

analizadoporcitometríaha sido el contenidonuclearde ADN. Los estudiosen estecampo

sonnumerosísimosy encaminadosensumayor partea determinarsi dicho contenidode

ADN constituyeun factordeterminantedel pronósticode los tumores.Existennumerosos

trabajos que demuestranque la ploidía es un factor pronóstico objetivo, fiable y

reproducible en una amplia gama de tumores (Friedíander, 1984; Zimmerman, 1987;

Dressler,1987; Joenssu,1990;Bauer,1993; Wijnaendts,1993).

Parala determinacióndel ADN nuclearen CME la tinción estequiométricamásutilizada

es la de Feulgen(Koss, 1989; Grace, 1993). En CMF, el fluorocromomás utilizado para

cuantificarel ADN esel yodurode propidio(Darzynkiewicz,1984).

La CME ó de imagenesuna técnicainteractivacon la quesepuedemedirel contenidode

ADN de célulasaisladasteñidascon Feulgen.Paraobtenerresultadosválidos las medidas

debende hacerseen extensionescitológicasy no en corteshistológicospara evitarmedir

seccionesde núcleosen vezde núcleosenteros.

34



Introducción

El operadorseleccionavisualmentelos núcleospara la determinaciónautomáticade su

densidadóptica y contenidode ADN. Despuésde que cadaelementoesmedido los datos

sonrecogidosy almacenadosporel ordenadorparagenerarunhistogramacon el contenido

de ADN de todoslos núcleosanalizados.

El índicede ADN (DI) paraunapoblaciónde célulasmedidacon CME esel cociente:

ADN de las célulastumoralesseleccionadas
ADN de las célulasnormalesseleccionadas

La obtenciónde un histogramaválido requiereal menos100-200núcleostumoralesy un

controlinternode 20-40núcleosde célulasnormalesdiploides.

La CMF utiliza núcleosmarcadoscon un fluorocromoparamedir su contenidode ADN a

partir de la fluorescenciaque emiten. Con este método, la obtenciónde un histograma

válido requiere la medidade 10-20000núcleos,puescantidadesmenoresno producen

valoresestadísticamentesignificativos (Leader, ¡994). Las muestrasanalizadasen CMF

sonsuspensionescelulares.

El aparatorealizalas medidasautomáticamente,por lo que debeestarsujeto a rigurosos

controlestecnológicos.Además, con cadabateríade muestrasmedidasse debenincluir

controlescon tejidos normalesdiploideshumanos.Tambiénserequiereque el coeficiente

de variaciónde las poblacionesdetectadasno seasuperioral 10%,lo querefleja la anchura

delpico dibujadoen el histograma(Leader,1994).

El Dl en CMF seobtienecon el cociente:

ADN de las célulasen el segundonico
ADN de las célulasen elprimerpico
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La introducciónde la técnicade Hedleyparaextraccióndenúcleosa partir de bloquesde

parafinasupusoun gran empujeparael desarrollode la citometríade ADN en patología

tumoral, puesposibilitó la realizaciónde estudiosretrospectivosen grandesseries,con

casos en los que se conocía la evolución. De esta forma se ha podido investigar

ampliamenteel contenidode ADN de muchostumores y el papel de la ploidia en su

diagnósticoy pronóstico(Murphy, 1986;Hedley,1987;Clark, 1989; Merkel, 1990; Bosan,

1993; Susini, ¡994;Vesalainen,1994; Carmichael,1995).

Las principalesventajasde la CMF estribanen su caráctertotalmenteautomáticoque

suponeuna gran rapidez de la medición (más de 1000 células/segundo),capacidadde

analizarun gran númerode célulasy unasignificaciónestadísticaalta. El grannúmerode

núcleosanalizadospermiteademásestudiarel ciclo celular,cuantificandola fase5 y G2 M.

La principal ventajade la CME derivade su carácterinteractivopor lo que el operador

tiene un control visual de los elementosque mide. Esto permite detectarpequeñas

poblacionesaberrantesque pasandesapercibidasen CMF, por lo que su sensibilidada la

aneuploidiaessuperior(Merkel, 1990;Bauer,1990; Lanigan,1993; Clemo, 1993).

Las limitaciones, ventajas y desventajasde ambas técnicas citométricas han sido

ampliamentecomentadasen la literatura (Koss, 1989; Joensuu,1989; Lanigan, 1993;

Kilpatrick, 1994):

CITOMETRIA DE FLUJO.

> Ventajas

:

- Rapidez.

- Capacidadde analizargrannúmerode núcleos.

- Significaciónestadísticaelevada.
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- Nonecesitapersonalmuycualificadopararealizarlamedición.

> Desventajas

:

CITOMETRIA

> Ventajas

:

Es totalmenteautomática.

- Imposibilidad de observar los elementos analizados (detritus,

agrupamientoscelulares,etc.).

- Aparatajecaro.

- Factorestisulares y de procesamientosafectan la precisión de la

mediciónproduciendocoeficientesde variaciónelevadosque invalidan

el histograma.

- Requieremayorcantidadde tejido.

- Falta de normas estandarizadaspara la interpretación de los

histogramas.

ESTÁTICA.

- Es interactiva.

- Conservaciónde la morfologíade los elementosanalizados,evitando

célulasenmalestadoy detritus.

- Mayorsensibilidada la aneuploidía.

- Posibilidadde almacenarmaterial parasuutilizaciónposterior.

- Menor requerimientode material en cuantoal número de núcleosy

menorcantidadde tejido.

> Desventajas

:

Granlaboriosidadlo quehitita suaplicaciónagrandesseries.

37



íntroducción

- La mediciónrequiereunaaltacualificacióndel personalque la realiza,

ya quedebeinterpretarcaracterísticascito-nucleares.

- Aparatajecaro.

- Factorestisularesy de procesamientoafectana la precisión de la

medicióny puedenproducirhistogramasno válidos.

1.2.2.1.3.-PLOIDIA EN LOS TUMORES INFANTILES.

Los resultadosmásespectacularesen la aplicaciónde la cuantificacióndelADN nuclearen

la patologíatumoral sehan obtenidoen el campode los tumoresinfantiles,especialmente

en elneuroblastomay la leucemialinfoblásticaaguda.

1.2.2.1 3.A.- PLOIDÍA EN LOS NEIJROBLASTOMAS.

Desdelos primerosestudiosde Look en 1984 se demostróque los neuroblastomascon

contenidode ADN aneuploidetienenuna buenarespuestaa la quimioterapia,incluso en

estadiosclinicos avanzados(Look, 1984; Gansíer,1986; Oppedal, 1988; Taylor, 1988).

Desdeentonces,ha sido reiteradamentecomprobadoque la presenciade una línea celular

aneuploidepredice un comportamientoclínico favorable y una buenarespuestaa la

quimioterapiaenel neuroblastoma(Gansíer,1986).Estudiosmásrecientes(Bourhis, 1991;

Brodeur, 1992) indican que entre todos los factores significativamenteasociadosal

pronósticodel neuroblastoma:edad,estadioclínico, índice de ADN y amplificacióndel

oncogenN-myc, sólo los dosúltimos sonfactorespronósticosindependientes.Así pues,la

determinaciónde la ploidía y el análisiscitogenéticoson actualmentelas dospruebasde
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mayor importanciapara establecerel pronóstico en los neuroblastomas(Bourhis, 1991;

Brodeur, 1992;Muraji, 1993).Deestaforma, sepuedenestablecertresgrupospronósticos:

los tumores con contenido de ADN aneuploide,con pocos o ningún reordenamiento

citogenéticoque tienenbuenpronóstico;los tumoresdiploidessin anomalíascitogenéticas

detectadasque tienenunaprogresiónlenta pero a menudofatal; los tumoresdiploides en

los que se detectandelecioneso pérdida de la heterozigosidadpara el brazo corto del

cromosoma1, o amplificacióndel oncogenN-myc que tienenunaevoluciónrápidamente

fatal (Brodeur,1992).

1.2.2.1 .3.B.- PLOIDÍA EN LA LEUCEMIA LINFOBL4STICA AGUDA.

Por lo que respectaa la LLA, el númerode cromosomasen las células tumoraleses

conocidodesdehacetiempo comoel factorpronósticoindependientemásimportante,lo

que ha convelido al cariotipo en la pruebade laboratoriomás importanteen estosniños,

despuésdel recuentode blastos en sangreperiférica (Jackson,1990). Los casoscuyos

blastostienenmásde 51 cromosomaspresentanunabuenarespuestaal tratamientoy esto

correspondeexactamentea un índice de ADN (DI) de 1.16 (Look, 1985; Jackson,1990).

Así puesla determinacióndel contenidode ADN seha convertido en unapruebaanalítica

de primerordenen la LLA.

1.2.2.1.3.C.- PLOIDÍA EN OTROS TUMORES INFANTILES.

En otros tumoresinfantiles los resultadoshan sido menosconcluyentes.Así, mientrasque
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en algunasseriesencuentransuperiorsupervivenciaen los meduloblastomasaneuploides

(Schofield,1992), en otros estudiosla condición diploide es indicativa de una evolución

clínicafavorable,junto a la adecuadadosisde radiación(Zerbini, 1993).

En el sarcomade Ewing el valor pronóstico de la ploidía ha sido poco estudiadoy

posiblementetengaescasarepercusiónen la supervivencia,dado el escasonúmero de

tumores aneuploides que se han hallado (Dierick, 1993). Sin embargo, en el

nefroblastoma se ha encontrado una correlación estadistica entre ploidía y tipo

histológico, siendolos casosde histologiafavorablemayoritariamentediploides,mientras

los casoscon anaplasiasonaneuploides(Schmidt, 1986;Kumar, 1989); sin embargo,no se

ha demostradoqueJaploidíaapodeinformaciónpronósticasuplementariaa la obtenidadel

tipo histológico. En el tumorneuroectodérmicoperiférico los pocosejemplosestudiados

por citometria son mayoritariamentediploides (Molenaar, 1988) y la ploidía no parece

contribuirde maneraimportanteaestablecerel pronóstico(Swanson,1992).

1.2.2.1.4.- PLOIDÍA EN LOS RABDOMIOSARCOMAS.

El carácterheterogéneodel RMS, tanto desdeel punto de vista histológicocomo clínico,

es un hechoque desconciertaa patólogosy clínicos desdehacemucho tiempo. No es

extrañopues,que en los últimos añosse investiguetambiénla influenciade la ploidia y la

actividadproliferativaen estetumor. La determinaciónde la ploidía en el RMS pretende

principalmenteaclararla heterogeneidadbiológicay pronósticade estaneoplasia(Shapiro,

19914 El método básicopara el diagnósticodel RMS es el estudiohistopatológicodel
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tejido neoplásico. Durante años la clasificación histológica, junto a otros factores

pronósticosclínicos, han sido determinantesa la hora de instaurarel tratamiento, Sin

embargo, aún sumando todos estos parámetrosclásicos, no se puede realizar una

predicciónpronósticarazonablementeseguraen los RMSs; de ahí surgela necesidadde

encontrarotros factorespronósticosadicionalesen estostumores.

Los estudiosdeploidíaenel RMS no sonmuy abundantes,y los resultadosde los trabajos

másantiguoso con seriesmásreducidashansido contradictorios(Boyle, 1988; Molenaar,

1988; Kowal-Vern, 1990;Leuschner,1991;Días, 1992:El Naggar,1993;Kilpatrick, 1994)

(Tabla J-XV). En las series más antiguasse identificaron dos gruposfundamentalesde

RMSs en función del contenidode ADN: diploides y aneuploides,y sesugirió la escasa

utilidadpronósticade estatécnicadebidoal porcentajetan elevadode aneuploidia(Boyle,

1988; Molenaar,1988),o bien a la gran heterogeneidadclínica e histológicade las series

(Kowal-Vern,1990,Leuscbner,1991; Dias, 1992; El Naggar, 1993; Kilpatrick, 1994). En

los últimos años,trabajosmásamplios han intentadodeterminarla susceptibilidadde la

célula neoplásicaa la quimioterapia(Shapiro, 1991; Pappo, 1993; Wijnaendts, 1993;

Niggli, 1994; De Zen, 1997),en función de su contenidode ADN, de forma similar a lo

realizadoenel neuroblastoma.

En estesentidohansido importanteslos estudiosde Shapiro(Shapiro,1991; Pappo,1993)

que demostraronuna estrecharelación entre contenido de ADN, tipo histológico y

pronóstico en el RMS infantil, observando que los tumores embrionarios son

mayoritariamentehiperdiploides(DI comprendidoentre 1.10 y 1.80); mientras que un
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contenidodeADN casi-tetraploide(DI comprendidoentre1.80 y 2.60)estabafuertemente

asociadoal patrónhistológicoalveolar.Además,demostraronque laploidia era lavariable

que mejor predecía la respuestaa la quimioterapia, siendo máxima en los tumores

hiperdiploides,intermediaen los tetraploidesy mínimaen los diploides.

En un trabajoposterior(Wijnaendts,1993),que incluye 70 RMSs infantiles se analiza,con

estudioestadísticomultivariable,el papelde la ploidiaen la supervivenciay seconfirmasu

valor pronósticopero no su relacióncon el tipo histológico. En dos trabajosposteriores

(Niggli, 1994; DeZen, 1997)sedemuestrael valor pronósticoindependientedel contenido

de ADN en la supervivenciay en el ILE del RMS, de forma que la hiperdiploidíaparece

conferirel mejorpronósticoy la diploidia el peor(tablaI-XV).

Según estos estudios la ploidía aportadauna valiosa información para predecir la

efectividad del tratamientoy plantearestrategiasterapeúticasmás o menos agresivas;

ajustadasa las característicasde cada tumor. Se supone que la mala respuestaa la

quimioterapia en los casos diploides, se debe a la baja proporción de células en

proliferación(fase-S)(Shapiro,1991).

Por otra parte, la no-disyuncióncromosómicay la endoreduplicaciónconstituyen las

alteracionesgenéticasmás comunesencontradasen los RMSs embrionariosy alveolares

respectivamente,habiéndose relacionado estas aberraciones moleculares con la

hiperdiploidíade los primerosy la casi-tetraploidiade los segundos(Shapiro,1991).
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11

66

23

7

37

70

13

34

-¡VI todos

1-1V/todos

1-1 V/ todos

1-1V/todos

111-1 V/ todos

¡-IV! todos

1-111/ todos

111/ Embrionario

81 1-1V/Todos

26

59

1-1V/Todos

1-1V/Todos

2-23

<1-18

Todos

<1-20

18-77

<1-18

<1-22

<1-20

<1-27

<1-25

CM?

CMF

CM FI
CME

CMF

CMF

CMF

CM?

CM?

CMF

cMF/C
ME

CMF

Estadio

Ploidia

Ploidia
Localización

Estadio

T. histológico

Ploidia

Estadio

Ploidia

Fase 5

Localización
Tamaño

Sexo
Edad

Estadio

Ploidia

WC

Ploidia

Ploidia

Estadio

Tipo histológico

Localización

Ploidia -

Ploidia

Estadio

Fase 5

Edad
Estadio

Ploidia

Fase 5

T. histológico

Localización
T. histológico
1 PC

Tabla 1. XV. La ploidía como factor pronóstico en el RMS. Series publicadas en la literatura.

13 1-1V/todos <1-11 CM FBoyIeI
1988

• Moíenaar
/1988

1991

1990

DiasI 1992

Shap¡ro
11991

Wijnaendts/
1993

EI-Naggar
11993

Pappo
11993

NiggIi
11994

Kiípatrick
11994

De Zen
11997
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1.2.2.2.- INDICE DE PROLIFERACIÓN CELULAR

La actividad proliferativa y su influencia en la conductabiológica de las neoplasias

humanasse haestudiadorepetidamenteen granvariedadde tumores,pero en los sarcomas,

y en particu]aren el RMS, todavíase conocede modo insuficiente(Wijnaendts, 1993;

Niggli, 1994;DeZen, 1997; Noguchi, 1997).

El métodomás tradicionaly simple de medir la actividadproliferativaes el recuentode

figuras mitóticas en el corte histológico, trabajo arduo y lento (Burger, 1986; Ellison,

1987),ademásde serun método subjetivoe incompleto(Woosley, 1991; Linden, 1992)ya

quevaloraúnicamentelapartevisible del ciclo celular.

Otro procedimientoempleadopara el estudio de la actividadproliferativa consisteen

determinarla fraccióncelularen fase-SmedianteCMF, quesehaconvertidoen un método

muy extendidoen patologíatumoral humana,demostrándoseuna importanteasociación

entrela presenciade una alta fracción celular en fase-Sy un peor pronósticoen muchas

neoplasias (Kimura,1991; Lerma,1994). Sin embargo, la CMF presenta deficiente

resoluciónparadeterminarla fase5 de los tumoresaneuploidesy aunquehayprogramas

matemáticosdesarrolladosparaobtenerla,todaviano sehaconseguidounahomogeneidad

en el método; ademásla CMF esuna técnicacaray exigeunametodologíacompleja,por

lo que en la cuantificaciónde la actividad proliferativa estásiendo sustituidapor las

modernastécnicasde inmunohistoquimica(Woosley, 1992;Linden, 1992).

Parala detecciónmedianteIHQ de antígenosnuclearesasociadosa laproliferacióncelular,

se han empleando distintos marcadores monoclonales: ¡(¡-67 (Gerdes, 1984)

(congelación),antígenonuclearde proliferacióncelular (PCNA) (Bravo, 1980; Morris,
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1989; McCormick, 1992) y MIB-1 (McCormick (A), 1993; McCormiek (B), 1993)

(parafina).

El primer marcador IHQ empleadoutilizaba el anticuerpo(Ac) PC1O que detectael

antígeno(Ag) nuclear de proliferacióncelular PCNA, que es una proteínanuclear no

histona,cofactorde la DNA polimerasa,y semarcacon mayor intensidaden la fase 5 y

con intensidadvariable en la fasesG1, G2 y M, lo que dificulta su correctacuantificación

(Woods,1991;Filipe, 1993).Porotraparte,la determinacióndePCNA no discriminaentre

célulascon una faseS lentao rápida,debidoa la largavida mediade estaproteína,de ahí

que en general, la fracción de núcleospositivosusandoestemarcadorseamayor que la

fase5 detectadacon CMF (Yu, 1991).El marcadordeproliferaciónmásestudiadoha sido

el que utiliza el Ac monoclonal¡(¡-67, que detectauna proteínano histona,presenteen

todas las fasesdel ciclo celular excepto en las fasesGo y G~ temprana(Brown, 1990;

Gerdes, 1991; Linden, 1992), pero tenía la desventajafrente al PCNA de que sólo

funcionabasobretejido fresco. La utilizaciónde un nuevoAc monoclonal,el MIR-1, que

reaccionacon el mismo epítopo antigénicoque el Ki-67, pero mantienesu actividad en

tejidos fijados con formol (Cattoretti, 1992; Key, 1993),ha resueltoesteproblema.El Ac

monoclonalMIB-l marcatodos los núcleoscon la mismauniformidad (McCormick (A),

1993; Kreipe 1993) y esactualmenteel métodode elecciónparadeterminarla actividad

proliferativa de tejidos incluidos en parafinapuessu expresiónes másestableque la de

PCNA y menos sensible que ésta a variacionesen el tiempo de fijación y otras

circunstanciasrelacionadascon el procesamientodel tejido en parafina (Rose, 1994;

Keshgegian,1995).

La cuantificaciónde la actividadproliferativadel tumorunavezrealizadala inmunotinción
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con el marcadorde proliferación,sepuederealizarde diferentesformas: el método más

simple es la evaluación visual aproximada de la reactividad de la imunotinción

estableciendoun grado(elevadoo bajo; elevado,medio o bajo,etc) o bien el contajevisual

de núcleospositivosobteniendoun porcentajeo índice. El contajeautomáticopor análisis

de imagenesel métodode elecciónsiempreque secuenteconel equipotécniconecesario.

De estafonnasemejorala exactitudde la mediciónal evaluarungrannúmerode núcleos

de formarápiday precisa(Carrillo, 1997).

¡.2.2.2.1.- ACTIVIDAD PROLIFERATIVA EN LOS RABDOMIOSARCOMAS.

El efecto de la actividad proliferativa tumoral en la progresiónde la enfermedado el

pronóstico,seha estudiadoescasamenteen los tumoresde partesblandas(Ueda, 1989;

Zehr, 1990; Oda, 1993; Niggli, 1994; Michie, 1994; Oshiro, 1995; Amada, 1995;) y en

concreto en el RMS (Wijnaendts, 1993; Niggli, 1994; De Zen, 1997; Noguchi, 1997)

(Tabla1-XV).

Wijnaendts /1993 Si Fase-S -

Niggli /1994 Si Fase-S Tipo histológico

Ploidía
De Zen /1997 • Si Fase-S

Tipo histológico

Noguchi/1 997 • No MIB-1 -

Tabla l-XV. Estudios previos sobre el valor pronóstico de la actividad proliferativa

en el RMS.

Algunos estudioscon RMS han demostradouna relación estadísticaentre la fracción

celularen faseS determinadaporCMF y el pronósticode los pacientes(Wijnaendts,1993;
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Niggli, 1994; De Zen, 1997).En estostrabajos,sehan podido establecerde formaclara

dos categoríaspronósticasde acuerdoal porcentajede célulasen fase-S:bajo (0-14%)con

evolución favorabley alto (>14%) con evolucióndesfavorable.Además,el porcentajede

células en fase-Sserelacionaestadísticamentecon el tipo histológico(Niggli, 1994; De

Zen, 1997) y la ploidía (De Zen, 1997) en el RMS. El más alto gradode proliferación

celular fue encontradoen los RMSs alveolares(Niggli, 1994; De Zen, 1997) y los RMS

diploideso tetraploides(DeZen, 1997).

Solamenteun estudio(Noguchi, 1997) ha investigadola actividad proliferativa en los

RMSs utilizando el Ac monoclonalMIB-1. En esteestudioel IPC se obtuvo por contaje

visualy no seobservorelaciónestadísticade la actividadproliferativacon la supervivencia

y suposiblerelacióncon el ILE no seinvestigó.El valor pronósticode la determinación

del IPC mediantecuantificaciónde Ag de proliferación estátodavíapor determinaren

seriesmásampliasde RMS.
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II.-. OBjETIVOS Y JIJSTIFICACIÓN.

Los RilvISs son tumores poco frecuentes y extremadamentevariables clínica e

histológicamente.La supervivenciaen el RMS infantil hamejoradoconsiderablementecon

el empleode tratamientoscombinados,pero todavíaexisteun porcentajealto de recidivas

y casos fatales. Las característicasclínicas e histopatológicasno permiten prever la

evoluciónclínicade unaforma tanajustadacomo seríadeseable.

Por otra parte, en el diagnósticohistopatológico de estasneoplasiaspersistenen la

actualidad problemasderivados de la diversidad de clasificacioneshistológicas que

existen,asícomode la semejanzamorfológicaentretumoresconpronósticodiferente.

Estascircunstanciashanfavorecidolabúsquedadenuevosfactorespronósticospredictivos

que permitanseleccionarla estrategiaterapeúticaa seguiren cadacaso,y así aumentarla

supervivenciay disminuir las secuelasfisicasy funcionalesde los enfermos.

Nuestroestudiosecentraen recopilary revisardesdeun punto de vistaclínico-patológico

unaseriede RMSs y determinarel valor pronósticode los factoresclínicos e histológicos

convencionales,comparándolocon el de dosposiblesnuevosfactores,laploidía y el JPC.

Dentrode estemarcodetrabajo, los objetivosconcretosde lapresentetesishan sido:

1.- Determinarel valor pronósticoque tienenen nuestraserie los factoresclínicos edad,

sexo,localizacióny estadioclínico,medianteestudioestadísticode surelacióncon la

supervivenciay conelperiodolibre deenfermedad.

2.- Revisarla actualclasificaciónhistológicade los RMSsy analizarsuvalor pronóstico

ennuestraserie,medianteestudioestadísticodesurelacióncon la supervivenciay con

el periodolibredeenfermedad
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3.- Determinarel valor pronósticode la ploidía y el IPC en nuestra serie, analizando su

relaciónestadísticacon la supervivenciay con elperiodolibre deenfermedad.

4.- Establecersi la ploidíay el IPC son factores pronósticos independientes.Si aportan

información pronósticasuplementariade la obtenida con los factores pronósticos

clásicos.Para ello, seha realizadoun estudioestadísticomultivariable comparando

estosdos factorescon los restantesparámetroselínicopatológicosanalizados.
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III. MATERIAL Y METODOS.

111.1. MATERIAL

111.1.1.- SELECCIÓN DEL MATERIAL

El estudioretrospectivoserealizo en pacientesdiagnosticadosde RMS en los Serviciosde

AnatomíaPatológicadel HospitalRamóny Cajal de laUniversidadde Alcalá de Henares

(25 casos)y del Hospital 12 de Octubre de la UniversidadComplutensede Madrid (20

casos).

Se han incluido en el estudio45 RMSs infantiles, diagnosticadosdesdeEnero de 1979

hastaDiciembrede 1997, con seguimientoelinico hastaMarzo de 1998. La supervivencia

y el ILE secalcularondesdela fechade diagnósticohastael momentodel éxitus o cierre

del estudio.Todoslos enfermosfueron tratadossegúnel protocoloterapeúticode la SIOP

vigenteen el momentodel diagnóstico.

111.1.2. CRITERIOS DE SELECCIÓN.

Todoslos casosseleccionadoscumplieronlos criteriosquea continuaciónseexponen:

O Correspondera pacientesmenoresde 22 añoscon el diagnósticode RMS.

® Disponerde muestrasde tejido neoplásicofijadasen formol e incluidasen parafina.

® Obtener de estematerial un histograma válido del contenido de ADN de los núcleos

tumorales.

O Disponerde unahistoriaclínicacompleta.
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III. 2. MIETODOS.

III. 2. 1. REVISIÓN CUNICA.

Parala revisiónclínica seha seguidoun protocoloretrospectivoque recogelos siguientes

parámetros:

> EDAD EN EL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO

.

> SEXO

.

> LOCALIZACIÓN. Para la valoración estadística,la localización de los tumoresse

dividió en dosgrandesgmpospronósticos:favorabley desfavorable,segúnlos criterios

empleadosporel ¡RS (Raney1981, Gehan1981, Sutow 1970)y aceptadospor el 1INC

(Tsokos1992)(Tabla¡-IX).

> ESTADIO. La clasificaciónde los pacientespor estadiosserealizó segúnel sistema

propuestopor el ¡RS (Maurer 1975 y Lawrence 1987), que esuna adaptaciónde la

clasificaciónTNM. En todos los casosse evaluó el estadioclínico en el momentodel

diagnósticoy cuandoingresaronen el HospitalRamóny Cajal ó 12 de Octubre.Parael

estudioestadísticosetuvo en cuentael estadioinicial en el momentodel diagnóstico,

aunqueestediagnósticose realizaraen otro centrohospitalario.Los casosclasificados

en las historiasclinicas segúnel sistemaTNM, se transformaronen la seguidaporel

IRS segúnla correlaciónreflejadaen la tabla 111-1, que fue la empleadaen el estudio

estadistico,
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Estadio 1 TIa, Vb NO, Nx MO

Estadio II T2a, Tab NO, Nx MO

Estadio III Cualquier T Nl MO

Estadio IV Cualquier T Cualquier N Ml

Tabla 111-1. Correlación entre los sistemas de estadios clínicos del ¡RS y TNM.

> TAMANO. La valoración del tamaño,en los casosextirpadosquirúrgicamente,fue

siempremacroscópica,referida en tres dimensionesy en cms. El tamaño de los

tumoresno extirpadossevalorócon las técnicasde imagen,siemprequefue posible.

> TRATAMIENTO. Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron tratados

siguiendo las estrategiasterapéuticasde la SIOP vigentes en el momento del

diagnósticoen funciónde la localización,estadioy tipohistológicodelRMS.

> EVOLUCION. La fuentede obtenciónde datosfue la historiaclínica. Se actualizaron

hastaMarzo de 1998 por entrevistapersona]con el equipo médico que trataba al

enfermoo mediantecontactotelefónicocon la familia, siempreque fue necesario.La

evoluciónclínica del enfermoseclasificó en uno de los siguientesapartadossegúnla

informaciónmásactualizada:

- vivo sin evidenciade enfermedad.

- vivo conrecidivalocoregionalo metástasis.

muertoporel tumor.

muertoporotrascausas.
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Además,se ha valoradoel ILE considerandocomo tal el periodo de tiempo transcurrido

desdeel tratamientocurativo hastala detecciónde la primerarecidiva local, regional o

metastásica

111.2.2.-REVISIÓN HISTOLÓGICA.

Serealizó la revisiónhistológicay confirmacióndel diagnósticoinicial de todos los casos

utilizandotodaslas seccionesde parafinade las que se disponíaen cadacasotef¶idascon

hematoxilina-eosína(H&E). La diferenciación muscularfue comprobadaen los casos

necesariosmediantetécnicasde IHQ. El subtipo histológico se determinósiguiendo la

nuevaclasificacióninternacional(tabla1-VII) (Newton1995).

Para el estudio estadísticose agruparonen dos grandesgrupos, separandolos RMSs

embrionarios,incluyendo los tipos botrioide y de células fusiformes, de los alveolares.

Aquelloscasosen los queseapreciabanlos dostipos histológicos(embrionarioy alveolar),

seconsiderarontumoresalveolares,friera cual fuera la proporciónrepresentadapor cada

tipo, de acuerdoalos criteriosde lanuevaclasificacióninternacional(Newton, 1995).

111.2.3.-DETERMINACION DE LA PLOIDIA.

El estudiode laploidia serealizóporCME sobrematerialincluido en parafina.Paraello se

eligió un bloquerepresentativode cadatumor y seprocedióa la obtencióny preparación

de los núcleossegúnlos siguientesapanados:
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111.2.3.1.- OBTENCION DEL MATERIAL: El contenido de ADN de cada tumor se

determinómedianteanálisisde núcleosenterosobtenidosde los bloquesde parafinasegún

la técnicade Hedleymodificada(Hedley, 1983).En cadacasoseseleccionéunbloquede

parafina representativodel tumor y en los casos necesariosse desecharonáreas

hemorrágicaso las queconteníanexcesivotejido no tumoral.

> Extracción de núcleosa partir de bloquesde narafina <técnica de Hedlev). Consta

de los siguientespasos:

~ Cortaratemperaturaambientedos o másseccionesde 50 ~t de cadabloque y

colocaren el fondo de un tubo de ensayosel tejido recogidocuidadosamente

del bordede la cuchilla.

~ Hacer un corte para H&E despuésde los cortes de 50 g para control

morfológicode la muestra.

~ Desparafinary rehidratarel tejido segúnel siguienteesquema:

Xilol o sustitutoy cambiar3 veces con intervalos de 15 minutos.

Agitar enérgicamenteel tubodurantetodoestetiempo.

2.- Alcohol absoluto2 veces,10 minutosy agitar.

3.- Alcohol de 95 grados2 veces,10 minutosy agitar.

4.- Alcohol de 80 grados1 vez, 10 minutosy agitar.

5.- Alcohol de 70 grados1 vez, 10 minutosy agitar.

6.- Alcohol de 50 grados 1 vez, se deja toda la nochey se cubrenlos

tubos.

~ Rehidratar, tratar con enzimas proteoliticas y filtrar para obtener las

suspensionesnuclearessegúnel siguienteesquema:
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1.- Rehidratardos vecesen DPBS centrifugandodurante10 minutos a

1.500revolucionesporminuto (rpm) a4 gradoscentigrados(C0).

2.- Absorberel PBDSlo másposibley añadirde 2.5 a3 ml. de pepsinaa

temperaturaambiente.

3.- Incubaren pepsina(pepsinaal 0.5% en aguadestiladacon 5.5% de

Cliii 1 normal ~, llevandoel pH a 1.5 con el CIII iN) durante20-40

minutosen bañoa 37 gradosC0.

4.- Separarmecánicamentelas célulasdel tejido aspirandoy expulsando

variasvecesel contenidodel tubo con unapipetaPasteur.

5.- Colocarlos tubos sobrehielo picadoparadetenerladigestión.

6.- Lavarcon DPBSunavezy centrifugardespués.

7.- Añadir 2cc de DPBS y filtrar a travésde un filtro milipore con poros

de 32-37micrasen un tubo limpio.

Preparaciónde extensionescitoló2icas. De las suspensionesnuclearesobtenidasse

extraen 200 lambdas(~), y se realizan extensionescitológicas mediantecitocentriñiga

durante5 minutos a 1700 r.p.m. Las extensionesse fijan en formol tamponadoal 10%

durante30 minutosy se dejansecaral aire paraposteriormenteprocedera la tinción de

Feulgen.

111.2.3.2.-flNCIÓN DE FEULGEN.

> Preparación del reactivo

.

• Solucionesácidas

.

- Clorhidrico 5N (parala hidrólisis): Añadir 431 ml. de ácidoclorhídrico

concentrado(35%)a569 ml de aguadestilada.
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- Clorhídrico O. lN (paraprepararel reactivode tinción): Añadir 2 ml de

clorhídricoSN a 98 ml de aguadestilada.

- Clorhídrico 0.OSN(paraprepararel reactivode lavado): Añadir 3 mIs

de clorhídricoSN a 297 ml de aguadestilada.

• Solución de tinción. En un Erlenmeyer de 125 ml poner 100 ml de

clorhidrico 0. iN y añadirel contenidode un frasco de reactivode tinción.

Taparherméticamentey agitarhastasu perfectadisolución duranteunahora

al menos. Al cabo de dicho tiempo filtrar cuidadosamentey lo más

rápidamenteposible.Debeusarseinmediatamentey desecharseal final de la

tinción.

• Solución de lavado. Poner 300 ml de clorhídrico 0.OSN en un Erlenmeyer

de 500 ml y añadir el contenidode un frasco de reactivo de lavado. Tapar

herméticamentey agitar hastasu perfectadisolución. Mantenertapadohasta

su utilización. Una vezpreparadoestereactivoesestabledurantedos o tres

horas.Tirar despuésde su utilización.

» Técnica de Feuleen.Se han utilizado los reactivos de tinción y lavadopreparadospor

BektonDickinson®. La tinción serealizósegúnel siguienteesquema.

• Prepararlos reactivos.

• Colocar los portas con la muestraen ácido clorhídrico SN e hidrolizar

durante60 minutos.

• Sin lavar, teñir las preparacionesen el reactivode tinción, en un recipiente

tapadoherméticamentey agitando muy a menudo durante 60 minutos.

Prepararduranteestetiempoel reactivode lavado.
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• Colocar en tres Coplin distintos 100 ml de la solución de lavadode cada

uno. Pasarsin lavar la preparaciónal primer Coplin durante30 segundos.

Pasarentonceslos cristalesal segundoCoplin y lavardurante5 minutos.

• Finalmente,pasar las preparacionesal tercer Coplin antes y durante el

lavadodebenpermanecertapados.

• Lavar las preparacionesen aguadestiladadurante5 minutos. Cambiar el

aguaduranteotros 5 minutos.

• Colocar las preparacionesen una solución de ácido clorhídrico al 1% en

alcoholde 70~ y lavardurante5 minutos.

• Directamentedesde el alcohol ácido, deshidratar las preparacionesen

alcoholabsolutodurante6 minutosen doscambiosde 3 minutoscadauno.

• Aclararen xilol en doscambiosde tresminutoscadauno.

• Montar en DePex® segúntécnicashabituales.

111.2.3.3.-ANALIZADOR DE iMAGEN.

El análisisde la ploidía se realizó utilizando un sistemacomputerizado de análisis de

imagen. Un analizadorde imagenesun sistemaque incorporaaun microscopioóptico un

sistema “Hardware” (ordenador,pantalla,teclado e impresora), diseñadopara aceptar

programasespecíficosde “Software” que facilitan la medida,cuantificacióny análisisde

parámetroshistológicosy celularespormedio de la densitometríay el análisisestadístico,

El analizadorde imagen(“Hardware”)CAS200 ® (Hg. 111-1)constade:

> Microscopio óptico modificado, a] incorporar dos cámaras de televisión que producen

señalesen función de la longitud de onda quetrasmiteel microscopioal observarlas

muestras.
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Antes de medirlos núcleos tumorales,es necesarioestablecerun controlexternomidiendo

al menos20 núcleosdel control,lo queaseguraquela tinción realizadaestáen condiciones

óptimas. El coeficiente de variación de este control externo no superó en ningún caso el

3%. La medidade los núcleosde la muestraserealiza por un método semiautomático

interactivo que permite al observadordespreciarnúcleosen mal estadofragmentadoso

conglomeradosnucleares(Fig 111-3). El programatransformaautomáticamentelas medidas

de densidadóptica, que obtieneel densitómetro,en picogramosde ADN y así seconsigué

directamente un histograma que representa el contenido de ADNde los núcleos analizados.

También,seobtieneautomáticamenteel indice de ADN (DI) de los núcleos,resultadode

dividir el contenidode ADN de un núcleoneoplásicopor el contenidode ADN de un

núcleodiploide(7.18pgr. en el serhumano).

Siguiendo normas generalmenteadmitidas (Leader, 1994) los histogramas fueron

clasificadosde acuerdoalDI de la poblacióntumoralpredominantey la distribuciónde los

valores,de la siguienteforma:DIPLOIDES:Tumoresen los que el DI de la población

tumoralestásituadoenel intervalo0,8 y 1,12.

o HIPERDIPLOIDES: Tumoresen los que el DI de la poblacióntumoral estásituado

entre 1,13 y 1,79.

o TETRAPLOIDES: Tumores en los que el DI de la población tumoral esta

comprendido entre 1,80 y 2,12, siemprequedichapoblaciónsupongamásdel 20% de

los núcleos.

o POLIPLOIDES: Tumoresen los que aparecemás de una población tunioral no

diploide.
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facilitar el accesode los anticuerposa los antígenostisulares.En la mayoríade los casosy

siempreque fue posible,seutilizó el mismobloquede paratinaqueparala determinación

del ADN. Se utilizó un método no enzimático (Shi 1991, Mckee 1993) de

desenmascaramiento de antígenos, que consiste en calentar las preparaciones en un horno

microondas sumergidas en un tampón 0,01 M de citrato sódico a pH 6, durante un tiempo

de 10 a 30 minutos.

Se empleó la técnica del complejo avidina-biotina (ABC) (Cattoreti 1988). Las secciones

de parafina se montaron sobre portas tratados con poli-L-lisina, siendo desparafinadas y

rehidratadas en alcohol. Con objeto de inhibir la peroxidasa endógena, las secciones se

incubaronen una solución fresca de metanol al 5%de 14=0=durante 10-15 minutos, en

cámara húmeda. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario diluido

adecuadamente en tampón tris-salino (TBS) durante30 minutos, se lavaron con TBS

durante5 minutosy se cubrieroncon el complejo estreptoavidina-biotina,marcadocon

peroxidasa(StrepAB HRP) diluido al 1/250. Tras un nuevo lavadocon TES durante5

minutos, se incubaron en una solución de fast red (Sigma®) durante 20 minutos a

temperatura ambiente. Finalmente, tras un último lavado con TBS durante 5 minutos se

contrastaron con hematoxilina de Mayer durante2-5 minutosy se procedióal lavadocon

aguay diferenciaciónconalcoholparaluegodeshidratar,clarificary montar.

IILt4.1 .- PROGRAMA DE PROUFERACION NUCLEAR.

Antesdeprocedera lacuantificacióndel índicede proliferacióncelular,sevaloróentodos
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los casos la calidad de la técnica ll{Q y se seleccionaron las áreas con más cantidad de

núcleos por campo y mayor actividad proliferativa (“áreas calientes”), evitando mediciones

en áreas periféricas, zonas desvitalizadas, con necrosis o artefactos.

El analizador de imagen CAS-200 ® valora la actividad proliferativa en el programa de

índice de proliferación (“Quantitative proliferation index”). En este programa se selecciona

la opción de cuantificación sobre improntas, extensiones o cortes histológicos y antes de

iniciar la medición se calibran las cámaras y el analizador,ajustandolos sensoresde las

dos cámaras incorporadas al microscopio. Este paso se lleva a cabo con el objetivo

enfocado en un área libre de tejido.

Finalizados estos ajustes se procede a cuantificar la actividad proliferativa de las células

parenquimatosas neoplásicas. El programa calcula automáticamente el área nuclear

positiva en relación con el área nuclear total, expresandoel resultadoen tantospor ciento.

En cada tumor se han medido como mínimo 1500 células. Para la valoración estadística,el

IPC se estratificó en dos grupos, en función del punto de corte con mayor asociación

estadística: IPC bajo: Menos de 19% de células positivas e IPC alto: a partir de 19% de

células positivas (Lámina 111-1).
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> Clinicas: Edad, sexo, localización, estadio clínico, supervivencia e intervalo libre de

enfermedad(LE).

» Histolóeicas: Tipo histológico.

» Morfométricas: Ploidía e indice de proliferación celular (WC).

Comomedidasdescriptivas,sehan empleadola media, la desviaciónestándary la mediana

paralas variablescuantitativas(edad,supervivencia,ILE, WC) y las proporcionesparalas

variables cualitativas (sexo, localización, estadio clínico, tipo histológico, ploidía).

La asociación entre las distintas variables se investigó medianteanálisis de tablas de

contingencia, prueba basada en la ~2 Previamente las variables fueron estratificadas de la

siguienteforma:

» Edad(mayoro menorde 8 años).

> Localización (favorable o desfavorable) según criterio del IRS y el INC.

> Estadioclínico (1, II, III, IV).

» Tipo histológico (embrionarioo alveolar). En el tipo embrionario se incluyeron los

RMSsbotrioidesy decélulasfusiformes.

» Ploidía (diploide, hiperdiploide, tetraploide, poliploide)

> WC (superior o inferior al 19%)

Parael punto de cortede las variablescuantitativascontinuas(edade WC) se escogióel

quemostrabamayorsignificaciónestadísticacon el pronóstico.

En el análisismultivariable,la influenciade las distintasvariablesen la supervivenciay en

el intervalo libre de enfermedadse analizó por el método de Kaplan y Meier, y las

diferenciassecompararoncon el testlog-rank.

Parael análisis multivariablese utilizó el modelode regresiónde Cox, determinandoel

65



Materialy Métodos

riesgo relativo, su significación estadísticay el intervalo de confianza.En el modelo

máximoseincluyerontodaslas variablesque en el análisisunivariablehabíandemostrado

relaciónestadísticacon la supervivenciao con el ILE. Las variablessecodificaron como

en el análisis de tablasde contingencia,exceptola ploidia que se aplicó como variables

“dummy”, usando la categoría diploide como referencia y la categoríadiploide y

poliploide secolapsaronen unasolaporpruebade colinealidad.

Como estrategiade niodelización se usó una “estrategiahacia atrás” y se empleó el

cocientede los logaritmos de verosimilitud como estadísticapara compararmodelosy

evaluarlabondaddel ajuste(Abraira. 1996).

Por último, se empleó el paqueteestadísticoPRESTA® (Abraira y Zaplana,1984) y en

todaslas pruebasseconsiderócomo significativoun erroralfa<0.05.
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