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SUMMARY

The DNA content and proliferative index of 23 /uvenlle rhabdomyosarcomas were measured by image analysis and correlated with the
clinicopathological features of the lesion, patient survival and disease-free interval. DNA analysis was performed on cytospin single-cell
preparations obtained from the paraffin-embedded tissue blocks. The proliferation marker MIB-1 was used on paraffin sections. DNA
aneuploidy was detected in 19 tumors (82%). Most of the aneuploid histograms showed an hyperdiploid distribution (15 cases), 2 cases
were classified as tetraploid and two others as polyploid. Twelve cases had high MIB-1 index (>25%). Both DNA ploidy and MIB-1 index
were not correlated with the histological type (embryonal vs. alveolar). The Kaplan-Meier method showed that patients with hyperdi-
ploid tumors had longer survival (p<0.01) and disease-free intervals (p<0.05), whereas patients with low MIB-1 index (<25%) had lon-
ger disease-free intervals (p<0.01).

The results of multivariate analysis indicate that DNA ploidy is the only independent prognostic factor when survival is analyzed,
whereas both DNA ploidy and MIB-1 index are independent prognostic indicators for a disease-free interval. These results suggest that
DNA ploidy and MIB-1 index should be important parameters for predicting prognosis of juvenile rhabdomyosarcoma. Rev Esp Patol
1998; 31(3): 227-236.
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RESUMEN

Se ha estudiado el contenido de DNA y el indice de proliferacion celular (IPC), junto a las demds caracteristicas clinicopatoldgicas de
interés prondstico, en una serie de 23 rabdomiosarcomas infantiles. Estos pardmetros se han relacionado con la supervivencia y el
intervalo libre de enfermedad de los pacientes. El DNA se determind por citometria estdtica en preparaciones citologicas realizadas
con los nicleos extraidos de los bloques de parafina. Para el IPC se utilizé el anticuerpo MIB-1 en cortes de parafina. Diecinueve
tumores fueron aneuploides (82%) y sdlo cuatro (18%) diploides. El tipo de histograma aneuploide mds frecuente fue el hiperdiploide,
que se dio en 15 casos; dos fueron poliploides y dos tetraploides. £l IPC fue alto (>25%) en 12 casos y bajo (<25%) en 11. La ploidia
y el IPC no mostraron correlacion estadistica con el tipo histoldgico embrionario o alveolar. £l método de Kaplan-Meier indicd que los
pacientes con tumores hiperdiploides tenian una supervivencia {p<0.01) yun intervalo libre de enfermedad (p<0.05) superiores a los
del resto. Ademds, los casos con IPC bajo (<25%) mostraron un intervalo fibre de enfermedad mds largo (p<0.01).

El andlisis multivariable de Cox demostré que la ploidia era el tnico factor prondstico independiente cuando se analizaba la super-'
vivencia, mientras que tanto la ploidia como el IPC lo eran frente al intervalo libre de enfermedad. Estos resultados indican que el ana-
lisis de la ploidia y del IPC pueden ser importantes para predecir el prondstico en el rabdomiosarcoma infantil. Rev Esp Patol 1998;
31(3): 227-236.
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INTRODUCCION

Aungque la supervivencia:en el rabdomiosarcoma infan-
til ha mejorado mucho con el empleo de tratamientos
combinados, todavia existe un porcentaje alto de recidi-
vas y casos fatales. A menudo las caracten’stic“as clinicas
e histologicas no son suficientes para prever el pron6sti-
co de estos tumores. Por este motivo en los tltimos afios
se estdn buscando nuevos'datos prondstico que permitan
predecir la respuesta a la quimioterapia y por lo tanto
propiciar tratamientos mds selectivos que mejoren la
supervivencia de los pacientes. !

La ploidia y el indice de proliferacién celular' (IPC)
que figuran entre los factores con importancia pronésti-
ca en otros tumores infantiles, como el neuroblastoma
(1) y la leucemia linfoblastica aguda (2), se han estudia-
do insuficientemente en el rabdomiosarcoma. Segiin al-
gunos trabajos previos, parece existir una estrecha rela-
cién entre el tipo histolégico y la ploidia (3-6), de forma
que los rabdomiosarcomas embrionarios son mayorita-
riamente hiperdiploides mientras los alveolares suelen
ser tetraploides. Ademads, ;algunos autores han observa-
do que la ploidia es la variable que mejor predice la res-
puesta al tratamiento, IIlCJOl‘ en los casos hiperdiploides
que en los tetraploides y d1p101des (3. 4, 6-8). En cuanto
a la proliferacién celular, los estudios son escasos y con-
tradictorios (3, 6-9). ‘

El objetivo de este trabajo es investigar el Valor pro-
néstico de ambos pardmetros (ploidia y proliferacién
celular), estudiando su relacion con la supervivencia y el
intervalo libre de enfermedad, en una serie de 23 rabdo-
miosarcomas infantiles. Ademds se intenta determinar si
aportan informacién suplementaria a los factores pro-
néstico clasicos (edad, localizacidn, estadio clinico y
tipo histolégico) mediante un estudio estadistico multi-
variable.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron retrospectivamente 23 rabdomiosarcomas
diagnosticados en el Servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Ramén y Cajal entre los afios 1979 y 1996
con un seguimiento clinico medio de 103 (216-11)
meses. Todos los pacientes= se trataron segun la estrate-
gia terapéutica de la Sociédad Internacional de Onco-
logia Pediatrica (SIOP) vigente en el momento del diag-
nostico (10, 11). '.
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Revision clinicopatolégica

Se revisaron las historias:clinjcas, recogiendo en todas
ellas la edad, el sexo, la localizacidn, el estadio clinico
en el momento del diagnéstico y cuando llega al hospi-
tal Ramén y Cajal, el tratamiento y la evolucion. Se revi-
saron las preparaciones histologicas, confirmando en
todos los casos el diagndstico histolégico. La diferen-
ciacién muscular fue comprobada en los casos necesa-
rios mediante técnicas inmunohistoquimicas y en 6 ca-
sos por estudio con microscopia electrénica. Se clasifi-
caron histolégicamente siguierido la nueva clasificacién
internacional (12). ‘;

Determinacion del DNA

El estudio de la ploidia se realizé con citometria de ima-
gen sobre material incluido en parafina. Para ello se eli-
gié un+bloque representativo de cada tumor, del que se .
extrajeron los ntcleos segtin la técnica de Hedley modi-
ficada (13). De las suspensiones nucleares se obtuvieron
extensiones citoldgicas mediante citocentrifuga, que
luego se tifieron con el método estequiométrico de
Feuloen utilizando los reactivos de tincién y lavado pre-
paradm por Becton-Dickinson (14) En cada tumor se ha
determinado el contenido de DNA en més de 150 ni-
cleos de células tumorales; como control interno diploi-
de se ha valorado el DNA nuclear de al menos 20 linfo-
citos, polimorfonucleares o células estromales, y como
contro] externo se han utilizado hepatocitos de rata pre-
parados por la casa Becton-Dickinson en portas de cali-
bracién. Sobre estos portas conteniendo el control exter-
no se deposité la muestra de nticleos de cada tumor y de
esta forma se asegurd que los nidcleos control y los de la
muestra habian sido sometidos a las mismas condiciones
durante la tincion. Antes de medir los niicleos tumorales
se midieron al menos 20 nidcleos del control externo, lo
que aseguraba que la tinci6n realizada estaba en condi-
ciones optimas. El coeficiente de variacion de este con-
trol externo no superd en ningtin caso el 3%. La cuanti-
ficacién del DNA se realizé en el analizador de ima-
genes CAS-200 con el programa Quantitative DNA
Analysis.

Los. histogramas se cla51f1caron segun el indice de
DNA de la poblacién tumoral, DNA index (DI), en
diploides (DI entre 0,8 y 1,12), hiperdiploides (DI entre’
1,13 y 1,79), tetraploides (DI entre 1,80 y 2,12) y poli-
ploides (mas de una poblacién tumoral no diploide).
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Determinacion del indice
de proliferacion celular

Para la cuantificacién de la fraccidn de crecimiento de la
neoplasia se utilizé el anticuerpo MIB-1 de Immuno-
tech® que reacciona con el antigeno nuclear Ki67 aso-
ciado a la proliferacién celular. La técnica de inmu-
nohistoquimica se realiz6 sobre secciones tratadas pre-
viamente a la inmunotincién para facilitar el acceso de
los anticuerpos a los antigenos tisulares. Se utilizé un
método no enzimdtico (15) de desenmascaramiento de
antigenos y se empled la técnica del complejo avidi-
na-biotina (16). Las secciones de parafina se montaron
sobre portas tratados con poli-L-lisina, siendo desparafi-
nadas y rehidratadas en alcohol. Con objeto de inhibir la
peroxidasa endégena, las secciones se incubaron en una
solucién fresca de metanol al 5% de H202, durante
10-15 minutos, en cdmara humeda. Posteriormente se
incubaron con el anticuerpo primario diluido adecuada-
mente en tampdn tris-salino durante 30 minutos, se lava-
ron con TBS durante 5 minutos y se cubrieron con el
complejo estrepto-avidina-biotina, marcado con peroxi-
dasa (Strep AB HRP) diluido al 1/250. Tras un nuevo
lavado con TBS durante 5 minutos, se incubaron en una
solucion de Fast Red (Sigma®) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, tras un tltimo lava-
do con TBS durante 5 minutos se contrastaron con
hematoxilina de Mayer durante 2-5 minutos y se proce-
dié al lavado con agua y diferenciacién con alcohol para
luego deshidratar, clarificar y montar. Antes de proceder
a la cuantificacién del IPC, se valoré en todos los casos
la calidad de la técnica de inmunohistoquimica y se
seleccionaron las dreas con mds cantidad de nicleos por
campo y mayor actividad proliferativa, evitando medi-
ciones en dreas periféricas, zonas desvitalizadas, con
pecrosis o artefactos. Se calculd el IPC de cada tumor
mediante cuantificacién automadtica, con el analizador
de imdgenes CAS-200 en el programa de indice de pro-
liferacion (Quantitative proliferation index). El progra-
ma calcula autométicamente el drea nuclear positiva en
relacion con €l drea nuclear total, expresando el resulta-
do en porcentajes. En cada tumor se han medido como
minimo 1500 células.

Analisis estadistico

En el estudio estadistico se incluyeron las siguientes va-
riables: edad (<10 o >10 afios), localizacién (favorable
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o desfavorable), estadio clinico (I, II, IIL, IV), tipo hiis—
tolégico (embrionario o alveolar), ploidia e IPC. Se con-
sideran localizaciones favorables la Grbita, el aparato
genitourinario y el aparato gastrointestinal. Son desfavo-
rables las extremidades, el retroperitoneo, la cabezay el
cuello, el tronco y el periné. Para determinar el tipo his-
toldgico se siguid la nueva clasificacidn internacional
(12). Se consideran dentro del grupo embrionario los
casos con la histologia embrionaria cldsica y las varian-
tes botrioide y de células fusiformes. La categoria al-
veolar agrupa a tumores con patrén alveolar o sélido,
basdndose en criterios citoldgicos. La ploidia se dividié
en dos grupos: hiperdiploides y el resto. No obstante, la
relacién con la supervivencia y el intervalo libre de
enfermedad también se analiz6 en los cuatro grupos por
separado: hiperdiploides, diploides, poliploides y tetra-
ploides. El IPC se estratificd en dos grupos: IPC alto e
IPC bajo. Para el punto de corte del IPC se eligi6 el
valor con mayor relacién estadistica con la superviven-
cia. que resulto ser el 25%.

La relacién estadistica entre el tipo histolégico, ila
ploidia y el IPC se analiz6 mediante el test de %2 o la
prueba exacta de Fisher. .

Para establecer la relacién de las seis variables anali-
zadas con la supervivencia y el intervalo libre de enfer-
medad, se utilizé el método de Kaplan-Meier, y las dife-
rencias en supervivencia e intervalo libre de enfermedad
se compararon con el test log-rank y %2, considerdndose
significativos los valores p<0.05.

Para el andlisis multivariable se utilizé el modelo de
regresion de Cox, en el cual se compararon solo las va-
riables que en el andlisis univariable demostraron una
relaci6n estadistica con la supervivencia o con el inter-
valo libre de enfermedad (p<0.05).

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicopatoldgicas aparecen en la
Tabla 1. La edad de los enfermos oscila entre 1 y 21 afios
(media 11 afios), con una incidencia semejante en ambos
sexos. La localizacién mds frecuente es la cabeza y el
cuello (8 casos, 34%), y 12 casos (51%) se diagnostica-
ron predominantemente en estadios clinicos avanzados
(estadio III). El tamaiio del tumor primario oscilé entre
2.5y 20 cm (media 8.3 cm). El seguimiento clinico estd
comprendido entre 11 ¥ 216 meses (media 103 meses).
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Tabla 1. Datos clinicopatolégicos en 23 rabdomiosar-
| comas. "

Sexo
Hombres Mujeres
(12 casos) (11 casos)
. Edad 1 ‘ :
. <10 afios: 14 ‘ 7 7
>10 afios: 9 5 4
Localizacién ;
Favorable: 5 3 2 \
Orbita:4 2 2
Paratesticular; 1 1 0 !
Desfavorable: 18 9 9 !
Extremidades: 4 0 4
Retroperitoneo: 4 3 1
Cabeza y cuello: 8 4 4
Tronco: 2 2 0
Estadio clinico
I 3 2 :
s 1 3 3
;1o 6 6
! Tipo histolégico
{  Embrionario ; 6 8
Alveolar ‘ 6 3

Tratamiento combinado 12 11

Hubo recidiva o metdstasis en 15 casos (65%), 12 casos
murieron a consecuencia del tumor y uno por complica-
ciones de la‘quimioterapié, en siete no hubo recidiva ni
metéstasis. El intervalo libre de enfermedad estd com-
prendido entre 1 y 48 mesés (media 11,3 meses).

El tipo histolégico fue embrionario en 14 casos
(60%) y alveolar en 9 casos (40%). En los 23 casos se
obtuvo un histograma valérable del contenido del DNA

REV ESP PATOL

nuclear. Segin el tipo de histograma 15 casos fueron
hiperdiploides, 4 diploides, 2 poliploides y 2 tetraploi-
des. Doce casos tuvieron un IPC alto (>25%) y 11 bajo
(<23%). No se demostré' relacién estadistica entre la
ploidia e IPC y el tipo histolGgico (Tabla 2).

El estudio estadistico de la relacién entre las seis va-
riables analizadas y la supervivencia ¢ intervalo libre de en-
fermedad se refleja en la Tabla 3. Los factores relacionados
con la supervivencia fueron la localizacién (p=0.02657),
la ploidl’a‘ dividida en cuatro grupos (p=0.00019) y la
ploidia dividida en dos grupos (p=0.00755). La supervi?
vencia més elevada la tuvieron los tumores hiperdiploi-
des y en orden decreciente los tetraploides, diploides y
poliploides (Fig. 1). Cuando se compararon los tumores
hiperdiploides con el resto también se obtuvo una dife-
rencia significativa de la supervivencia.a favor de los
primeros (Fig. 2).

Los factores relacionados con el intervalo libre de
enfermedad fueron la ploidia dividida en cuatro grupos
(p=0.00001), la ploidia dividida en dos grupos
(p=0.02381) y el IPC (p=0.00601). El intervalo libre de
enfermedad mds largo lo tuvieron los tumores hiperdi-
ploides y, en orden decreciente, diploides, tetraploides y
poliploides. Cuando se compararon en dos grupos
(hiperdiploides frente al resto), los tumores hiperdiploi-
des presentaron un intervalo libre de enfermedad supe-
rior al-de los demds. Los tumores de IPC <25% presen-
taron un intervalo libre de enfermedad superior al de los
tumores con un IPC >25% (Fig. 3).

El andlisis multivariable de Cox demostré que la
ploidia es el unico factor prondstico independiente cuan-
do se analiza la supervivencia (p=0.01334). En el estu-
dio del intervalo libre de enfermedad, tanto la ploidia

Tabla 2. Rabdomiosarcomas: correlacion de la ploidia y el indice de proliferacién con el tipo histolégico.

Embrionario " Alveolar
(n=14) (n=9) Total p
Ploidia
Hiperdiploides 9 6 15 0.6325885
No hiperdiploides 5 3 8 : i
Diploides ‘ 1 3 4
Poliploides 1 l2 0 2
Tetraploides ‘ ‘ 2 0 2
IPC
MIB-1 >25% 5 0.5666308 |
4

MIB-1 <25% 7
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Intervalo libre
Supervivencia de enfermedad

@ ®
Edad 0.735503 0.185197
Localizacién 0.026575 0.794278
Estadio clinico 0.337408 0.752519
Tipo histolégico 0.667512 0.944170
Ploidia (4 grupos) 0.000191 0.000017
Ploidia (hiperdiploides-resto)  0.007554 0.023813
0.574954

. IPC 0.006018

(p=0.03162) como el IPC (p=0.01112) permanecian
como factores prondstico independientes.

DISCUSION

La ploidia es un factor pronéstico de mdxima importan-
cia en dos tumores infantiles: el neuroblastoma y la leu-
cemia linfobl4stica aguda. Desde hace tiempo se sabe
que los neuroblastomas con contenido de DNA aneu-
ploide tienen una buena respuesta a la quimioterapia,
incluso en estadios clinicos avanzados (1, 17). Los estu-
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dios mads recientes indican que la amplificacién del
oncogén N-myc en el genoma tumoral y el indice de
DNA son los factores mas importantes y con valor
prondstico independiente para predecir el prondstico de
los neuroblastomas (18, 19).

En la leucemia linfobldstica aguda, el nimero de cro-
mosomas en los blastos tumorales, y por tanto el conte-
nido de DNA, son conocidos desde hace tiempo como
factores primordiales en el prondstico (2). Los casos con
blastos de mds de 51 cromosomas tienen una buena res-
puesta al tratamiento (20), y esto corresponde exacta-
mente a un indice de DNA de 1,16 (2). Asi pues, la
determinacién de la ploidia se ha convertido, junto al
cariotipo y el recuento de blastos en sangre periférica, en
una prueba analitica de primer orden en los nifios con
leucemia linfobldstica aguda (20).

En otros tumores infantiles como el sarcoma de
Ewing o el meduloblastoma, los resultados han sido me-
nos concluyentes (21, 22). |

En el rabdomiosarcoma infantil los primeros estu-
dios de cuantificacién del DNA se realizaron en series
muy reducidas, y parecian indicar una escasa utilidad
prondstica de esta técnica, ya que obtenfan un porcenta-
je muy elevado de aneuploidia (23-26). Otros estudios
previos que investigaron el valor prondstico de la
ploidia en los rabdomiosarcomas comprendian series

100 .
[ R
1
: F=---- 1 p=0.000191
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O~ 1 Hiperdiploide
ge : e ek
g8 60 : Tetraploide
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3L |
c b
23 40
83 Diploide ‘
2 o
g8 :
20 :
: Poliploide ]
0 ;
0 10 20 30 40 50 60 70 ‘
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Figura 1. Supervivencia acumulada segun el tipo de histograma del contenido de DNA.
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Figura 2. Supervivencia acumulada agrupando los histogramas del contenido de DNA en hiperdiploides frente al resto (diploides, tetra-
ploides o poliploides). '

cortas o heterogéneas, considerando a la vez otros sar- En dos trabajos consecutivos con rabdomiosarcomas
comas infantiles o incluyendo rabdomiosarcomas del infantiles en estadio III (3, 4) se observé una estrecha
adulto (5, 25, 27, 28), por.lo que sus resultados no son relacion entre el contenido de DNA, el tipo histolégico

consistentes. ‘ y el pronéstico. Los rabdomiosarcomas de tipo embrio-
100
p=0.006018
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Figu’ra 3. Supervivencia acumulada segtin el indice de proliferacion celular (IPC).

- 232~



1998: Vol. 31, N° 3

nario se asociaban de forma casi exclusiva con un con-
tenido de DNA hiperdiploide (indices de DNA com-
prendidos entre 1,10 y 1,80) que conllevaba un pronds-
tico favorable. Por el contrario, un contenido de DNA
casi tetraploide (Iindices de DNA entre 1,80 y 2,60) esta-
ba fuertemente asociado a un patrén histolégico alveolar
y a una evolucidén desfavorable. Segtin estos estudios, la
ploidia se configuraba como el factor que mejor pre-
decia la respuesta al tratamiento y abria el camino hacia
nuevos protocolos terapéuticos (3, 4).

Sélo existen tres publicaciones previas, con series
amplias y estudios estadisticos multivariables, que
investigan el valor pronéstico de la ploidia frente a los
demads factores clinicopatoldgicos en los rabdomiosar-
comas infantiles (6-8). En los tres estudios se confirma,
como en el nuestro, que el contenido de DNA tiene una
influencia independiente sobre la supervivencia de los
rabdomiosarcomas. Nuestros resultados y los de estas
series demuestran que los tumores hiperdiploides tienen
un mejor prondstico que los diploides y tetraploides. En
nuestro estudio, asi como en el de Wijnaendts (7), se ha
separado ademds un grupo de casos que presentan nu-
merosas poblaciones aneuploides que, comparativamen-
te, tienen el peor prondstico. En los restantes estudios, o
no encuentran este tipo de histogramas poliploides (6, 8)
o los clasifican de acuerdo con el indice de DNA del
pico situado mas a la izquierda, que a veces es diploide
o hiperdiploide (3, 4). ‘

De cualquier forma, parece claro que en los rabdo-
miosarcomas el estudio de la ploidia con fines prondsti-
co no puede limitarse a separar los casos aneuploides de
los diploides, como se planteaba en las primeras publi-
caciones sobre el tema, sino que los tumores deben cla-
sificarse en una de las cuatro categorias definidas segtn
el tipo de histograma (diploide, hiperdiploide, tetraploi-
de o poliploide). Con nuestros resultados hemos compro-
bado c6mo la significacién pronéstica de la ploidia cuan-
do se separa en estos cuatro grupos supera incluso la que
se obtiene cuando se compara la supervivencia de los
hiperdiploides con el resto. Esto sugiere que puede haber
al menos tres categorias bioldgicas diferentes de rabdo-
miosarcomas (diploide, hiperdiploide y tetraploide) con
distinto prondstico, de forma similar a lo que ocurre en
otros tumores. En el neuroblastoma el cariotipo tetraploi-
de tiene una evolucién diferente del hiperdiploide, lo que
traduce un mecanismo diferente de progresion tumoral:
los tetraploides se originan por endorreduplicacion a
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partir de una linea celular diploide (29), hecho que tam-
bién puede ocurrir en el rabdomiosarcoma.

En nuestro trabajo también hemos demostrado una
influencia significativa de la ploidia en el intervalo libre
de enfermedad, lo que no se habia estudiado previamen-
te. Dicho intervalo resulté maximo en los casos hiperdi-
ploides y minimo en los poliploides. En los rabdomiosar-
comas es un parametro que define fielmente la evolucién
clinica, puesto que los casos fatales se caracterizan por
presentar recidivas tempranas, como consecuencia del
fracaso del tratamiento. Al analizar el intervalo libre de
enfermedad se corrige parcialmente el insuficiente segui-
miento clinico de los casos més recientes.

El andlisis del DNA por citometria de imagen en
material fijado e incluido en parafina tiene, sin embargo,
sus limitaciones y problemas. Estd ampliamente demos-
trado en la literatura (30, 31) que, para el andlisis de la
ploidia; la citometria de imagen es una técnica compara-
ble a la citometria de flujo, superior incluso a ésta en
sensibilidad a la aneuploidia (5), siempre y cuando se
realice sobre nicleos completos extraidos del bloque de
parafina y no sobre secciones histoldgicas. Sin embargo,
la digestién enzimdtica del material de archivo, en con-
diciones previas de fijacién incontrolables, produce arte-
factos que pueden llegar a desvirtuar algunos histogra-
mas. No obstante, los estudios comparativos de cito-
metria en material fresco y parafina (32) han respaldado
desde hace tiempo la técnica enzimaética de Hedley (13)
para la cuantificacién del DNA en material incluido en
parafina.

Un problema mds grave consiste en las variaciones
del contenido del DNA que pueden ocurrir dentro de un
mismo' tumor como resultado de la heterogeneidad
regional. Este hecho se produce hasta en un 20% a 30%
de algunos tumores (32) y su incidencia en el rabdomio-
sarcoma esté por estudiar.

La intluencia de la actividad proliferativa en el pro-
ndstico de los rabdomiosarcomas se ha estudiado rela-
tivamente poco. En tres estudios de citometria de flujo
que incluyen la fase S en el andlisis multivariable de
supervivencia (6-8), se demuestra que la fase S es un fac-
tor prondstico significativo, que resulta ser independien-
te en dos de ellos (6, 8). En las tres series (6-8), los rab-
domiosarcomas con fase S superior al 14% o 15% tenian
menor supervivencia. No obstante, estos resultados
deben considerarse con cautela, ya que la estimacién de
la actividad proliferativa mediante cuantificacion de la
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fase S en citometria de flujo atin tiene mayores proble-
mas que la determinaci6n del indice de DNA. Esto es asi
especialmente en material incluido en parafina, debido a
la gran cantidad de detritos celulares que reducen la
exactitud de la medicion (8).

Por lo que sabemos hasta el dia de hoy, un solo estu-
dio (9) ha analizado la influencia de la actividad prolife-
rativa en la supervivencia de los rabdomiosarcomas de-
terminando el IPC con el marcador MIB-1. Este estudio,
al igual que el nuestro, no encontrd una relabién estadis-
tica entre el IPC y la supervivencia, pero no analizo su
posible relacion con el intervalo libre de enfermedad,
que en nuestros resultados fue altamente significativa, ni
determiné el punto de corte con un mayor significado
estadistico. ‘

Estos resultados, que seflalan un peor pronéstico
para los casos con actividad proliferativa elevada. con-
tradicen la teoria expresada por Shapiro (3), segin la
cual el mal pronéstico de los casos diploides estaria rela-
cionado con una baja proporcién de células en prolifera-
cién, que son las sensibles a la quimioterapia.

Con respecto a la rélacion entre la ploidia y el tipo
histolégico, nuestros resultados no reflejan la estrecha
asociacién detectada por Shapiro (3). El autor encontrd
que 15 de sus 24 rabdomiosarcomas embrionarios eran
hiperdiploides (62%), mientras 10 de los 13 alveolares
presentaban un contenido tetraploide (76%). En nuestra
serie, 9 de los 14 casos embrionarios eran hiperdiploides
(64%) pero ninguno de. los nueve alveolares fue tetra-
ploide. A excepcion de una serie relativamente corta v
heterogénea (5) que encuentra unos porcentajes simila-
res a los de Shapiro, en los restantes estudios sobre este
tema (6-8) los porcentajes se aproximan mads a los obte-
nidos por nosotros: mientras el de tumores hiperdiploi-
des entre los rabdomiosarcomas embrionarios se confir-
ma entre el 60% y 70% (6-8), el porcentaje de tumores
tetraploides entre los rabdomiosarcomas alveolares osci-
laentre un 18% y un 8% (6-8). En uno de estos trabajos
(7) los resultados se aproximan mucho a los nuestros: de
14 tamores con histologia alveolar, s6lo uno presentd un
histograma tetraploide. |

Estas discrepancias pueden reflejar diferencias.en la
clasificacion histolégica empleada y en los criterios para
analizar los histogramas. Ya hemos observado que los
casos con numerosas poblaciones tumorales. detectadas
en la citometria fueron arbitrariamente clasificados por
Shapiro de acuerdo al DI'de la poblacién situada mas a

REV ESP PATOL

la izquierda, lo cual elimina automaticamente la cate-
gorfa poliploide. 1

"Segtin algunos autores, la actividad proliferativa se
correlaciona con el tipo histolégico (6, 8) y la ploidia
(6): serd mayor la actividad proliferativa en los rabdo-
miosarcomas alveolares diploides o tetraploides que en
los embrionarios hiperdiploides. Nuestro estudio y otro
previo (9) no demostraron una relacién estadistica entre
la actividad proliferativa y el tipo histolégico.

De las cuatro variables clinicopatoldgicas analizadas
en nuestro estudio estadistico (edad, localizacién, esta-
dio clinico y tipo histoldgico), solamente la localizacién
se relaciond con la supervivencia y ninguna con el inter-
valo libre de enfermedad. |

La edad es un factor pronéstico discutido en los rab-
domiosarcomas (8, 33), que posiblemente estd asociado al
tipo histoldgico, pues los rabdomiosarcomas de nifios ma-
yores de 10 aflos son mayoritariamente alveolares (33).

La localizacién es otro de los datos prondstico clasi-
cos en el rabdomiosarcoma (33-35), aunque las diferen-
cias, a la hora de agrupar los casos en localizaciones
favorables y desfavorables dificultan la comparacion,de
los diferentes resultados. Nosotros hemos seguido el cri-
terio empleado en el Intergroup Rhabdomyosarcoma
Study (12), mientras otros estudios multivariables de
supervivencia agrupan la localizacién en genitourinario/
resto (6), o de miembros/resto (8) o no especifican este
detalle (7). ‘

El estadio clinico es, como ocurre en general con
todos los tumores malignos, un factor prondstico muy
importante en los rabdomiosarcomas (33-35). El peque-
fio tamaflo de nuestra serie, unido al escaso nimero de
tumores en estadios I y IV (5 y ningtin caso, respectiva-
mente), v al hecho de no haber estratificado los resulta-
dos, .como hacen algunos autores (7, 8), puede justificar
nuestros resultados, que son similares a los de otros estu-
dios multivariables (6).

De los factores prondstico cléasicos, probablemente
es el tipo histoldgico el que ha recibido mayor atencién
en los dltimos afios (12, 36). Sin embargo, pocos articu-
los sobre factores prondstico;de los rabdomiosarcomas
especifican la clasificacién histolégica empleada. En las
clasificaciones maés actuales (12, 37) se reconoce la
variante alveolar sélida del rabdomiosarcoma, que im-
plica el mismo prondstico desfavorable que la alveolar
cldsica. En el trabajo de Shapiro (3) las referencias his-
tolégicas en su material y métodos hacen suponer que
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esta variante sélida no fue considerada. Otros trabajos
sobre ploidia en los rabdomiosarcomas (5, 7) utilizan di-
ferentes subtipos y variantes histologicas sin agruparlos
en tipo embrionario (favorable) y tipo alveolar (desfa-
vorable). De Zen (6) demostré recientemente un aumen-
to progresivo de la supervivencia en los enfermos con
rabdomiosarcoma alveolar (33%), embrionario (58,8%)
y botrioide (100%), aunque sin asociacién estadistica
significativa. En nuestro estudio tampoco encontramos
una relacion estadistica entre el tipo histolégico y el
prondstico, lo cual puede estar justificado por el
pequeiio tamafio de la muestra y la gran heterogeneidad
de este tumor. |

En conclusidn, el contenido de DNA y el IPC apor-
tan informacién pronéstica adicional a los factores
prondstico cldsicos, fundamentalmente a la clasificacién
histolégica actual. Ademas, segiin nuestra experiencia,
la ploidia y el IPC pueden ser particularmente ttiles en
casos de histologfa limite, en los cuales la clasificacién
como alveolar sélido o embrionario de citologia agresi-
va puede resultar muy subjetiva.

La determinacién del contenido de DNA por cito-
metria estédtica o de flujo no es una técnica compleja,
aungue requiere un equipamiento que no estd al alcance
de todos los laboratorios de anatomia patolégica. Sin
embargo, si nuestros resultados se confirman y la ploidia
resulta ser un factor decisivo en el prondstico de los rab-
domiosarcomas, estarfa justificada su determinacién en
centros de referencia, especialmente en casos dificiles
de clasificar histolégicamente como favorables o desfa-
vorables.

BIBLIOGRAFIA

1. Look AT, Hayes FA, Nitschke RN. McWilliams NB. Green AA.
Cellular DNA content as a predictor of response to chemorherapy in
infants with unresectable neuroblastoma. N Engl J Med 1984; 4
231-235.

2. Look AT, Roberson PK, Williams DL y cols. Prognostic importance

of blast cell DNA content in childhood acute lymphoblastic leukemia.

Blood 1985; 65: 1079-1086.

Shapiro DN, Parham DM, Douglass EC v cols. Relationship of namor

W

cell ploidy to histologic subtype and treatment outcome in children
and adolescents with unresectable rhabdomyosarcoma. J Clin Oncol
1991; 9: 159-166.

4. Pappo AS, Crist WM, Kuttesch I y cols. Tumor-cell DNA content pre-
dicts outcome in children and adolescents with clinical group III
embryonal rhabdomyosarcoma. J Clin Oncol 1993; 11: 1901-1905.

(]

o0

o
w

—_

1

o]

Valor prouéstico de la ploidia ¥ MIB-1 en el rabdomiosarcoma infantil

- Kilpatrick SE, Teot LA. Geisinger KR y cols. Relationship of DNA

ploidy to histology and prognosis in rhabdomyosarcoma. Cancer
1994; 74: 3227-3233.

-De Zen L. Sommaggio A, D’Amore L y cols. Clinical relevance of

DNA ploidy and proliferative activity in childhood rhabdomyosarco-
ma: A retrospective analysis of patients enrolled onto the Iralian
Coaperarive Rhabdonyosarcoma Study RMS88. T Clin Oncol 1997;
15: 1198-1203.

7. Wipnaendts LCD, Van der Linden JC, Van Diest PI y cols. Prognostic

importance of DNA flow cytomerric variables in rhabdomyosarcomas.
J Clin Pathol 1993: 46: 9:48-952,

Niggli FK. Powell JE. Parkes SE y cols. DNA ploidy and proliferati-
ve activity (S-phase) in childhood soft-tissue sarcomas: Their value as
prognostic indicarors. Br J Cancer 1994; 69: 1106-1110.

- Noguchi S. Tamiya S, Nagoshi M, Suita S, Fukuda T, Tsuneyoshi M.

Nuclear morphomerry and the MIB-1 index in rhabdomyosarcoma.
Mod Pathol 1996; 9: 253-260.

. Flamant F. Hill C. The improvemenr in survival associated with com-

bined chemorherapy in childhood rhabdomyosarcoma: A historical
comparison of 345 parients in the same center. Cancer 1984; 53:
2417-2421

- Carli M. Pinkerton R, Frascella E. Intensive chemotherapy for metas-

tavic sarcoma in children. SIOP European Intergroup Study MMT89..
Proc Am Soc Clin Oncol 1993: 12: 410.

- Newton WA. Gehan EA, Webber BL y cols. Classification of rhab-

downrsosarcomas and related sarcomas. J Clin Oncol 1995; 15: 1073-
1085.

. Hedley DW. Friedlander ML, Taylor W, Rugg CA, Musgrove EA.

Method for anaivsis of cellular DNA content of paraffin-embedded
pathological material using flow cytometry. Histochem Cytochem
1983: 31: 1333-1335.

14, Koss LG. Czerniak B. Herz F, Wersto R. Flow cytometric measure-

ments of DNA and other cell components in human tumors: A critical
appraisal. Hum Pathol 1989; 20: 528-546.

- Shi RR, Key ME. Kaira K. Antigen retrieval in formalid-fixed, paraf-
Jin embedded tissues and enhancement method for immunohistoche-

mical stainig based on microwave oven heating of tissue sections.
I Histochem Cytochem 1991; 39: 741-748.

. Cattoretti G. Becker MHG. Key G y cols. Monoclonal antibodies

againsi recombinant parrs of the Ki-67 antigen (MIBI and MIB3)
detect proliferating cells in microwave-processed formalin-fived
paraifin secrions. J Pathol 1992; 168: 357-363.

7. Oppedal BR. Storm-Mathisen I, Lie SO, Brandtzaeg P. Prognostic
factors in newroblastoma. Clinical, histopathologic, and inmunohis-

tochemical fearures and DNA ploidy in relation to prognosis. Cancer
1988: 62: 772-780.

- Bourhis J. De Vathaire F, Wilson GD y cols. Combined analysis of

DNA ploidy index and N-myc genomic content in neuroblastoma.
Cancer Res 1991: 15: 33-36.

- Brodeur GM. Azar C, Brother M y cols. Newroblastoma affect of

genetic factors on prognosis and treatment. Cancer 1992; 70: 1685-
1694.

. Jackson JF, Boyett J, Pullen J y cols. Favorable prognosis associated

with Iyperdiploidy in children with acute lymphocytic leukemia corre-
lates with extra chromosome 6. Cancer 1990; 15: 1183-1189.

- Dierick AM. Langlois M. Van Qostveldt P, Roels H. The prognostic

significance of the DNA content in Ewing’s sarcoma: A retrospective



M.P. San Miguel Fraile, R. Carrillo Gijén y A. Candia Fernandez

23.

24

25.

cytophotometric and flow cytometric studv. Histopathology 1993: 23:
333-339.

. Zerbini C, Gelber RD, Weinberg D y cols. Prognosis factors in medu-

lloblastoma, including DNA ploidy. J Clin Oncol 1993; 4: 616-622.
Boyle ET, Remain HM, Kramer SA. Embryonal rhabdomyosarcoma
of bladder and prostate: Nuclear DNA patterns studied by cytometry.
J Urol 1988;'140: 1119-1121.

. Molenaar WM, Dam Meiring A, Kamps WA, Cornelisse CJ. DNA

aneuploidy in rhabdomyosarcoma as compared with other sarcomas
of childhood and adolescence. Hum Pathol 1988; 19: 573-579.
Kowal-Vern A, Gonzilez-Crussi F, Turner J. Flow and image cytome-
tric DNA analysis in rhabdomyosarcoma. Cancer Res 1990: 30:
6023-6027. :

26. El-Naggar A, Batsakis JG, Ordéfiez NG. Rhabdomyosarcoma of the

adult head and neck: A clinicopathological and DNA ploidy study.
J Laryn Otol 1993; 107: 716-720.

27. Algevard TA, Berg NO, Baldetorp B. Cellular DNA content and prog-

nosis of high-grade soft tissue sarcoma. The Scandinavian Sarcoma
Group experience. ] Clin Oncol 1990; 8: 538-547.

. Dias P, Kumar P, Marsden HB, Gattamaneni HR, Kumar S. Prognostic

relevance of DNA ploidy in rhabdomyosarcoma and other sarcomas qf
childhood. Anticancer Res 1992; 12: 1173-1177. ‘

. Kusafuka T, Fukuzawa M, Oue T, Yoneda A, Okada A, Satani M.

DNA flow cytometric analysiLv of neuroblastoma: Distinction of tetra-
ploidy subset. ] Pediatr Surg 1994; 29: 543-547.

2.

(93
—

(98]
th

- 236 -

30.

REV ESP PATOL

Lanigan D, McLean PA, Curran B, Leader M. Comparison of flow and
static image cytometry in the determination of ploidy. J Clin Pathol
1993; 46: 135-139. . ‘

. Bauer TW, Tubbs RR, Edinger MD, Suit PF. Gephardt GN, Levin HS.

A prospective comparison of DNA quantitation by image and flow
evtometry. Am J Clin Pathol 1990; 93: 322-326. ‘

. Kallioniemi OP. Comparison of fresh and paraffin-embedded tissue as

starring material for DNA flow cytometrv and evaluation of intratu-

mor heterogeneity. Cytometry 1988; 9: 164-169. !

. Donaldson SS, Belli JA. A rational clinical stanging system for child-

hood rhabdomyosarcoma. J Clin Oncol 1984: 2: 135-139.

. Lawrence W, Gehan EA, Hays DM, Beltangady M, Maurer HM.

Prognostic signiﬁ:cance of staging factors of the UICC stanging sys-
tem in childhood rhabdomyosarcoma: A report from the Intergroup
Rhabdomyosarcoma Study (IRSII). J Clin Oncol 1987; 5: 46-54.

. Crist W, Gehan A; Ragad AHy cols. The third Intergroup Rhabdo-

myosarcoma Study. J Clin Oncol 1993: 13(3): 610-630.

. Coffin CM. The new international rhabdomyosarcoma classification,

its progenitors and considerations bevond morphology. Advances in
Anatomic Pathology 1997; 1: 1-16.

37. Tsokos M, Webber BL, Parham DM vy cols. Rhabdomyosarcoma: A new

C[dssij‘ication scheme velated to prognosis. Arch Pathol Lab Med
1992; 116: 847-856. ‘



