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FISH: Hibridacion por Fluorescencia In situ.
IHQ: Inmunohistoquimica

HyE: Hematoxilina y Eosina
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CAPITULO 1

1.-RESUMEN
Hersilia Aide Hernandez Zamonsett Fecha de gradacion: Febrero 2018
Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn

Facultad de Medicina

Titulo Final de tesis: Evaluacién de la utilidad de estudios de inmunohistoquimica

e hibridacion por fluorescencia in situ en el diagnéstico de sarcomas de tejidos
blandos en el hospital universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez".

NUumero de paginas: 45

Requisito para obtener el grado de especialista en Anatomia Patoldgica.
Area de estudio: Anatomia Patolégica.

Propésito y medio de estudio: Los tumores de tejidos blandos son un grupo
heterogéneo de neoplasias mesénquimales originados de los tejidos de soporte extra
esqueléticos. La biopsia es indispensable para determinar malignidad, el grado
histol6gico y el tipo especifico de sarcoma, debido a la importancia de un diagndstico
certero y al traslape morfoldgico e inmunohistoquimico de diversos tipos de sarcomas
se puede dificultar su diagnéstico. Hay tumores que muestran re-arreglos,
translocaciones o amplificaciones génicas especificas en los cuales el FISH puede ser
de gran ayuda diagnostica. Actualmente en Latinoamérica no existen reportes que
confirmen la utilidad de estos estudios auxiliares en el diagnéstico de los tumores de
tejidos blandos. Se seleccionaron 86 casos de la base de datos del servicio de
Anatomia Patol6gica de esta institucion, y se revis6 su diagnéstico Unicamente
utilizando las técnicas de HyE e Inmunohistoquimica y el diagnostico final tras haber
realizado pruebas de FISH asi como su correlacion. Contribuciones y conclusiones: El
uso de técnicas auxiliares de diagnéstico como la inmunohistoquimica y pruebas
moleculares como el FISH aumentan la precision diagnostica de manera importante

tanto en neoplasias bien a pobremente
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diferenciadas. Es fundamental dirigir el panel diagnéstico de inmunohistoquimica de
acuerdo al patrén arquitectural, ademés de analizar costo beneficio IHQ- FISH, en
lesiones bien diferenciadas. En el contexto de lesiones pobremente diferenciadas, es
importante considerar realizar pruebas para translocaciones especificas o genes de
fusion para aumentar la eficacia diagnostica.

Evaluacién de la utilidad de estudios de inmunohistoquimica e hibridacién por

fluorescencia in situ en el diagnostico de sarcomas de tejidos blandos en el hospital
universitario "Dr. José Eleuterio Gonzéalez".

DRA. HERSIUA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETT 10



CAPITULO I

2.- INTRODUCCION

MARCO TEORICO

La incidencia de los tumores de tejidos blandos benignos en relacion a los malignos
tienen un margen cerca de 100/1 y anualmente oscila en 300 por cada 1000 personas,
los sarcomas comparados con otros tipos de neoplasias son raros, constituyendo del
1-2%, apareciendo en cualquier grupo de edad siendo mas comunes en edad
avanzada 15% y un 40% de 55 afios a mas, 15% de los casos se presentan en nifios y
adolescentes. !

Los tumores de tejidos blandos se pueden originar del tejido fibroso, tejido adiposo,
musculo esquelético, nervios periféricos, asi como en los vasos sanguineos y linfaticos
y se pueden encontrar en cualquier parte del cuerpo, la mayoria de ellos se desarrolla
en los brazos o las piernas, aunque también se pueden encontrar en el tronco, la
cabeza y el area del cuello, los 6rganos internos y en la region retroperitoneal; Una
décima parte de los pacientes suelen tener metastasis al momento del diagnéstico,

siendo el sitio de metastasis mas frecuente pulmén.?

La etiologia de estos tumores es incierta, se han relacionado factores genéticos,
ambientales y se han reportado casos en los cuales se han originado de tejido
cicatriza!, sitios de fractura y cercanos a implantes quirargico, sin embargo la gran

mayoria se originan de Novo. ®
La OMS los clasifica en tumores benignos y malignos y se han propuesto dos sistemas

de clasificacion principales para los sarcomas son la AJC American Joint Committee, y

el sistema de Enneking.
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CLASIFICACION DE LA OMS DE LOS TUMORES DE PARTES BLANDAS"

TUMORES
ADIPOCIT/COS
Benignos

Lipoma

Lipomatosis

. . . de
Lipomatosis nervio

Lipoblastoma/
Lipoblastomatosis

Angiolipoma

Miolipoma
Lipoma condroide
Angiomiolipoma
extrarrenal

Mielolipoma

extraadrenal Lipoma

de células

fusiformes/
pleomorfico
Hibernoma

Intermedios

Tumor lipomatoso

atipico/liposarcoma

bien diferenciado
Malignos Liposarcoma

desdiferenciado

Liposarcoma

mixoide

Liposarcoma de

células redondas
Liposarcoma

pleomorfico

. de
Liposarcoma

tipos mixtos
. no
Liposarcoma

especificado
TUMORES
FIBROBLASTICOS/
MIOFIBROBLAS
TICOS
Benignos
Fascitis nodular
Fascitis proliferativa
Miositis proliferativa
Miositis osificante
Fascitis isquémica
Elastofibroma
Hamartoma fibroso
dela infancia
Miofibroma/
m iofibromatosis
Fibromatosis coli

Fibromatosis

hialina juvenil
Fibromatosis de
cuerpos de
inclusion

Fibroma de vaina
tendinosa
fibroblastoma
desmoplasico
Miofibroblastoma de
tipo mamario
Fibroma
aponeurético

calcificante
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Angiomiofibroblast
orna

Angiofibroma
celular

Fibroma de tipo

nucal

Fibroma d
e

Gardner

Tumor fibroso

calcificante

Angiofibroma de
células

gigantes! ntermedio
s

Fibromatosis
superficial

(palmar/plantar)

Fibromatosis tipo de

desmoide

Lipofibromatosis
Intermedios

Tumor fibroso
solitario,hemangiop
ericitoma.

Tumor

m iofibroblastico
inflamatorio
Sarcoma
miofibroblastico de
bajogrado
Sarcoma
miofibroblastico

mixoinflamatorio
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Fibrosarcoma
infantil

Malignos
Fibrosarcoma  del
adulto
Mixofibrosarcoma
Sarcoma
fibromixoide de
bajo grado
Tumor hialinizante
decélulasfusiforme
S
Fibrosarcoma
epitelioide
esclerosante

TUMORES
FIBROHISTIOCIT/CO
S
Benignos
Tumor de células
gigantes de
vainatendinosa
Tumor de células
gigantes de tipo
Difuso
Histiocitoma fibroso
benigno profundo
Intermedios
Tumor
fibrohistiocitico
plexiforme
Tumor de células
gigantes de
partesblandas

Malignos

- Histiocitoma fibroso
maligno

- pleomorfico/Sarcoma
pleomérficoindiferencia
do

- Histiocitoma fibroso
maligno decélulas
gigantes/
Sarcomapleomorfico
indiferenciado
concélulas gigantes

Histiocitoma fibroso
maligno

Sarcoma
pleomorficoindifere
nciado con
inflamacionpromine
nte

TUMORES DE
MUSCULO LISO

Angioleiomioma
Leiomioma
profundo
Leiomioma genital
Leiomiosarcoma
(excluyendo piel)
TUMORES
PERICITICOS
(PERIVASCULARES)

Tumor glémico (y
variantes)

Tumor glémico
maligno

Miopericitoma
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TUMORES DE

MUSCULO
ESQUELETICO

Benignos

Rabdomioma

o Adulto
o Fetal
o Genital

Maligno
Rabdomiosarcoma
embrionario
Rabdomiosarcoma
alveolar
Rabdomiosarcoma

pleomorfico

TUMORES
VASCULARES
Benignos

Hemangiomas de
tejidosubcutaneol/te
jido blando profundo:
Capilar

Cavernoso
Arteriovenoso
Venoso

1

ntramuscular
Sinovial
Hemangioma
epitelioide
Angiomatosis

Linfangioma

13



Intermedios (localmente
agresivos)
Hemangioendotelio ma
kaposiformelnterm edios
(raramentemetastat izante)
Hemangioendotelio ma
retiforme Angioendotelioma
intralinfatico papilar
Hemangioendotelio ma
compuesto Sarcoma de
Kaposi
Malignos
Hemangioendotelio
ma epitelioide
Angiosarcoma de

tejidos blandos
TUMORES CONDRO
-OSEOS

Condroma de
partes blandas

Condrosarcoma
mesenquimal
Osteosarcoma

extraesqueletal

TUMORES DE
DIFERENCIA CION
INCIERTA Benignos

Mixoma

intramuscular

(incluyevariante

celular)
Mixoma yuxta-

articular
Angiomixoma

profundo (agresivo)

Tumor angiectéatico
hialinizantepleomor
fico
Timoma
hamartomatoso
ectdpico
Intermedios
(raramente

metastatizantes)
Histiocitoma fibroso
angiomatoide Tumor
fibromixoide
osificante
Tumormixto/mioepi
telioma/paracordo
ma

Malignos
Sarcoma sinovial
Sarcoma epitelioide
Sarcoma alveolar de
partes blandas
Sarcoma de células
claras de
partesblandas
Condrosarcoma
mixoideextraesquel
etal (de tipo

"cordoide")
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PNET/Tumor de
Ewingextraesquelet
al

Tumor
desmopléasico de
célulasredondas
Tumor rabdoide
extrarrenal
Mesenquimoma
maligno
Neoplasias con
diferenciacion
decélula epitelioide
perivascular(PECo
mas)

Tumor
mielomelanocitico
decélulas claras
Sarcoma de la

intima.
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SISTEMA DE CLASIFICACION DEL SARCOMA DEL CENTRO NACIONAL DE
CANCER DE LA FEDERACION FRANCESA. *

Diferenciacion tumoral

Puntaje 1: los sarcomas son muy parecidos al tejido mesenquimal adulto normal.
Puntaje 2: sarcomas donde la tipificacion histolégica es verdadera.

Puntaje 3: los sarcomas embrionarios, sarcomas indiferenciados y sarcomas de tipo

dudoso.

Recuento de mitosis

El recuento se hace en 400 X en 1 O campos sucesivos. Este conteo se toma para
establecer la puntuacion.

Puntaje 1: O a 1 mitosis por 1 O campos.

Puntaje 2: 10 a 19 mitosis por 10 campos.

Puntaje 3: mas de 20 mitosis en 1 O campos.

Necrosis tumoral

Puntaje O: no hay necrosis en los frotis examinados

Puntajel : menos del 50% de necrosis tumoral en toda la superficie del tumor
examinado

Puntaje 2: necrosis tumoral en mas de mitad de la superficie del tumor examinado.

El sistema de tres grados se establece de la siguiente manera:

Grado 1: se define como el total de 2 o 3 con la suma de las puntuaciones
obtenidas por cada uno de los tres criterios histolégicos.

Grado 2: representa un total de 4 a 5;

Grado 3: representa un total de 6,7 u 8.

Tumores Adipociticos:
Representan el grupo mas grande de tumores mesenquimales, debido a la gran

prevalencia de lipomas y angiolipomas, los Liposarcomas representan el tipo mas

DRA. HERSILIA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETT 15



comun de sarcoma de tejidos blandos, sus principales subtipos histologicos (bien
diferenciado, mixoide y pleomorfo) son enfermedades enteramente distintas con
diferentes morfologias, genética e historia natural. La mayoria de las neoplasias
adipociticas muestran distintas aberraciones cario tipicas que pueden ser de mucha

ayuda en el diagnostico.

Tumores Fibroblasticos / miofibroblasticos.
Representan un gran grupo de tumores mesenquimales. Muchas lesiones en esta

categoria contienen células con caracteristicas fibroblasticas y miofibroblasticas que
pueden representar variantes funcionales o de un solo tipo celular. La proporcién
relativa de estos tipos celulares varia no solo entre casos individuales sino que también

dentro de la misma lesion a lo largo del tiempo.

Tumores fibrohistiociticos
Como sugiere el nombre de esta categoria, estas neoplasias se componen de células

que tienen morfologia fibrohistiocitica. Sin embargo, la microscopia electrénica y la
inmunohistoquimica han establecido firmemente que las células que comprenden estos
tumores no son, de hecho, histiocitos, sino mas bien células mesenquimales primitivas,

fibroblastos y miofibroblastos.

Tumores de musculo liso
Los tumores con diferenciacion de musculo liso se pueden categorizar para fines

practicos segun el compartimiento anatémico donde ocurren: piel, subcutis, genitales
externos, tejidos blandos profundos (incluyendo cavidad abdominal, pelvis y retro
peritoneo) y localizaciones viscerales (incluyendo tumores uterinos). Las células
constituyentes tienen propiedades morfolégicas e inmunohistoquimicas comunes, pero
muchos de estos tumores forman subgrupos clinicopatolégicos distintos porque el
comportamiento clinico y los criterios de malignidad se relacionan principalmente con la

ubicacion.

Tumores perivasculares o periciticos.

DRA. HERSfLIA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETT 16



Los tumores en esta categoria muestran evidencia de diferenciacion de células
miocérdicas / contractiles peri vasculares. Morfolégicamente, tienen una tendencia a

crecer en un patron peri vascular circunferencial

Tumores de musculo esquelético.
Los tumores malignos que presentan diferenciacion de musculo esquelético son muy
poco comunes, pero aun asi son de suma importancia ya que representan el

subconjunto mas frecuente de sarcomas de tejidos blandos en infantes y nifios.

Tumores vasculares
Los tumores vasculares incluyen una amplia variedad de lesiones que van desde la

telangiectasia relativamente benigna hasta el hemangiopericitoma y el angiosarcoma
claramente malignos. En general, los tumores benignos incluyen canales vasculares
alineados con células endoteliales, mientras que los tumores vasculares malignos
generalmente no tienen canales vasculares identificables. Ademéas de los dos
extremos, una serie de lesiones vasculares varian a lo largo del continuo de benigno a

neoplasico. °

Tumores condrooseos
En la clasificacién actual unicamente el osteosarcoma extraoseo y el condroma de

tejidos blandos caben bajo esta clasificacion. En contraste con su contraparte 6sea son
tumores raros que se originan principalmente en adultos y se originan frecuentemente
en sitios de radiacion previa. El prondstico es mucho peor, en parte a la respuesta a la

quimioterapia.®

Tumores de diferenciacion incierta

En el pasado, los tumores en esta categoria a menudo fueron etiquetados como de
'incierta histogénesis'. Sin embargo, un concepto histogenético para las neoplasias
mesenquimales ya no se considera sostenible porque hay poca o ninguna evidencia de
qgue la mayoria de los tumores de tejidos blandos surgen de sus homadlogos celulares

normales. En cambio, ahora pensamos en términos de linea de
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diferenciacién que, a su vez, esta determinada por patrones de expresion génica. Para
la mayoria de los tumores en esta categoria, no tenemos una idea clara de la linea de

diferenciacién (o la contraparte celular normal) que estas lesiones estan recapitulando.

Debido a la importancia de un diagnéstico certero la biopsia es necesaria para

determinar malignidad, el grado histolégico y el tipo especifico de sarcoma.

En su estudio microscépico pueden presentar diversos y diferentes patrones
histolégicos, que en muchas de las ocasiones pueden incluso traslapar su morfologia
en diferentes tumores, representando un reto para el patélogo; sin embargo es de vital
importancia realizar una adecuada correlacion de la clinica del paciente, con los
estudios de imagen, y los hallazgos histopatolégicos ya que es indispensable una

correcta clasificacion del tumor para establecer el prondstico y tratamiento.’

Tradicionalmente, la clasificacion de los tumores de tejidos blandos se ha basado
principalmente en la evaluacion histologica de las secciones tefiidas con hematoxilina y

eosina, suplementado con tinciones histoquimicas e inmunohistoquimicas.

Histolégicamente, muchos sarcomas pueden ser clasificados de forma inicial de
acuerdo a su morfologia celular y sus patrones histoldgicos, como tumores compuestos
por células fusiformes, células epitelidides, células polimérficas o células pequefias
redondas y azules. Aunque la mayoria de los sarcomas forman s6lo un tipo de tejido,
algunos pueden mostrar una diferenciacion no mesenquimal (por ejemplo, epitelial o

melanocitica).

Los avances en los estudios cito genéticos y el advenimiento de la genética molecular

han provocado un cambio abrupto en nuestra comprension de la
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patogénesis de los tumores de tejidos blandos ademas de dar luz a nuevas opciones

terapéuticas.

Genéticamente, los sarcomas pueden dividirse en cuatro categorias:
-Tumores con translocaciones reciprocas y cariotipos simples
-Tumores con amplificaciones caracteristicas

-Tumores con mutaciones conductoras especificas

- Tumores con cariotipos complejos asociados a inestabilidad cromosémica.®

Sarcomas de translocacion

Se observa en aproximadamente el 20% de los sarcomas como una translocacion
cromosoOmica reciproca, en la que trozos de dos cromosomas se intercambian creando
cromosomas quiméricos o derivados.

Existen mas de 15 diferentes sarcomas de translocacién reconocidos que incluyen el
sarcoma de Ewing, el sarcoma sinovial, el liposarcoma mixoide y el condrosarcoma
mixoide Extra esquelético.

El gen de fusién quimérico formado, dependiendo de los genes especificos implicados,
puede influir en una serie de procesos celulares tales como proliferacion, apoptosis,
diferenciaciéon, propagacion y migracion, actuando como un factor de transcripcién o
liderando una estimulaciébn autocrina o paracrina no regulada de una proteina

receptora.

Tumores con amplificaciones citogenéticas especificas

Los tumores lipomatosos atipicos/ liposarcoma bien diferenciado y los liposarcomas
desdiferenciados procedentes de estos tumores de grado inferior muestran
amplificacién de regiones del cromosoma 12.17 que contienen genes para el homoélogo
de doble minuto 2 de raton (MDM2), un antagonista de la actividad supresora tumoral
de p53 y la quinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) que es una proteina implicada en

la progresion del ciclo celular.
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La amplificacion de MDM2 se puede demostrar por FISH o inmunohistoquimica. MDM2
en particular se cree que es importante en la formacion de tumores y la progresion.

La clasificacion de los tumores de tejidos blandos por parte de la OMS reconoce que los
liposarcomas bien diferenciados no tienen potencial metastasico y han sido
reclasificados como tumores intermedios agresivos locales. La terminologia preferida
para una lesion superficial que no muestra potencial metastasico es el tumor
lipomatoso atipico. En contraste, los tumores en el retroperitoneo o mediastino todavia
se clasifican como liposarcomas bien diferenciados, lo que refleja una mayor
probabilidad de reseccion quirdrgica incompleta, recurrencia local y progresion a
tumores desdiferenciados de grado superior con mortalidad significativa. Estos son
clinicamente y genéticamente diferentes del liposarcoma mixoide y liposarcoma
pleomorfico.

El liposarcoma mixoide es un sarcoma de translocacion en el que existe una
translocacion reciproca t (12; 16) (q13; p11) con fusion de los genes FUS y CHOP /
DDIT3 mientras que los liposarcomas pleomorficos son tumores cariotipicamente

complejos.

Tumores con mutaciones especificas
Se observan mutaciones o deleciones especificas de transformacion en algunos

tumores de tejidos blandos, incluyendo GIST, fibromatosis de tipo desmoide y sarcoma
epitelidide.

Los GIST, uno de los tumores de tejidos blandos mas comunes del tracto
gastrointestinal, se caracterizan por la activacion de mutaciones en el gen KIT 0, menos
frecuentemente, en el gen PDGFRA. Las mutaciones en ambos genes producen una
‘activacion' que conduce a la sefalizacion no controlada del receptor. Las mutaciones
en KIT dan como resultado la dimerizacion de e-Kit / CD 117 ( el producto de KIT) en
ausencia de su ligando fisiolégico scf (factor de células madre) que induce activacion
constitutiva. De forma similar, las mutaciones en el gen PDGFRA dan como resultado
una sefalizacion no controlada a través del receptor de factor de crecimiento derivado

de plaquetas de tipo-a.
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La fibromatosis de tipo desmoide se caracteriza por una proliferacion fibroblastica
clonal con crecimiento infiltrativo y comportamiento agresivo local si es incompleta.
Biolégicamente tienen actividad anormal de b-catenina que se indica
inmunohistoquimicamente por tincién nuclear en lugar de citoplasma para la proteina.
En la fibromatosis esporadica de tipo desmoide esto surge como resultado de
mutaciones somaticas en el exdén 3 de CTNNBL1, el gen que codifica la bcatenina. Estos

estabilizan y activan la proteina b-catenina.

Por el contrario, los tumores que se producen en el fondo de la poliposis adenomatosa
familiar demuestran una mutacién de la linea germinal inactiva en el gen APC que

resulta en la degradacion ineficaz y la inactivacion de la b-catenina activada

Tumores con cariotipos complejos
Este es el grupo mas grande y representa alrededor del 50% de los sarcomas de tejidos

blandos. Generalmente son tumores de alto grado, a menudo son poco diferenciados e
incluyen la mayoria de leiomiosarcomas, angiosarcomas, rabdomiosarcomas
pleomorficos, liposarcomas pleomoérficos, células fusiformes y sarcomas
indiferenciados. Los cariotipos de estos tumores no son consistentes entre o dentro de
diferentes grupos morfolégicos y demuestran numerosas ganancias cromosémicas,

pérdidas y amplificaciones. ®

En los dltimos afos, el advenimiento de pruebas moleculares como la Hibridacion por
Fluorescencia in Situ (FISH) ha arrojado gran cantidad de nueva informacion;
permitiendo la deteccion de diversas anomalias moleculares en los tumores de tejidos

blandos.

DRA. HERSTLIA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETT 21



Estudios auxiliares

Inmunohistoquimica

El uso de anticuerpos especificos para detectar proteinas intracelulares en secciones
de tejido provee valiosa informacion complementaria para la mayoria de los sarcomas,

pero tiene limitaciones.

No existe ningn marcador de inmunohistoquimica que sea totalmente especifico para
ningan tumor, y los hallazgos positivos deben tomarse en el contexto del panel de

anticuerpos total y de la morfologia tumoral.

Por ejemplo, el CD99, originalmente pensado para ser especifico para el sarcoma de
Ewing, se expresa en grados variables en varios tumores, incluidos los del diagnostico
diferencial de Ewing, como el sarcoma sinovial poco diferenciado y el tumor fibroso
solitario. EI CD117 (KIT), positivo en mas del 95% de los GIST, también se expresa en
otros tumores, como el angiosarcoma, el sarcoma de Kaposi, los tumores de células
germinales y la mastocitosis. Algunos sarcomas no muestran expresion antigénica
detectable, lo que puede presentar dificultad diagnéstica en sarcomas de bajo grado

morfolégicamente parecidos a lesiones benignas y reactivas o incluso estroma. °

Los marcadores de inmunohistoquimica usados con mayor frecuencia en la evaluacion

de los tumores de tejidos blandos se enlistan a continuacion:

Vimentina: filamento intermedio del tejido mesenquimal, puede confirmar el

origen mesenquimal de la lesion sin embargo posee muy baja especificidad."?

e QOesmina: filamento intermedio que se encuentra cerca de la linea Z de la

sarcomera, presente en musculo cardiaco, liso y estriado, expresion variable
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en tumores benignos y malignos con diferenciacion de muasculo liso y musculo

esquelético, asi como en tumores miofibroblasticos. ™*,*?

Citoqueratinas:Familia de proteinas estructurales intracitoplasmicas insolubles
en agua que son las proteinas dominantes de filamento intermedio de células

epiteliales y formadoras de pelo; También presentes en los tumores epiteliales.*®

Proteina acida fibrilar glial: filamento intermedio de astrocitos, se expresa en

tumores de la vaina nerviosa periférica y tumores mioepiteliales.*

Actina: proteina citoplasmaética filamentosa que forma parte del cito esqueleto y

participan en la motilidad Y la contracciéon muscular.™

Actina de musculo liso: se expresa en los tumores de masculo
liso,miofibroblasticos/mioepiteliales, y pericitico/glomicos. Negativa en los

tumores del masculo esquelético. *°

H-caldesmon: diferenciacion de musculo liso, generalmente negativa en

musculo esquelético y tumores miofibroblasticos.*’

Miogenina (MYF-4) y Myo01 (MYF 3) son factores de transcripcion especificos
de musculo esquelético. Confirman un diagndstico de rabdomiosarcoma, asi
como la presencia de diferenciacion heteréloga rabdomioblastica en otro tipo de

tumores

Hibridacion por fluorescencia In Situ (FISH)

FISH es una técnica extremadamente util en el diagnéstico de neoplasias de tejidos

blandos con translocaciones cromosomicas recurrentes y amplificaciones génicas.

FISH ofrece varias ventajas sobre el analisis citogenético convencional, no requiere
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tejido fresco y puede realizarse en una variedad de tipos de muestras, también se

puede realizar en muestras pequefias, tales como biopsias con aguja fina.

Para el proceso de hibridacion se utilizan sondas complementarias marcadas con
fluorocromos, las cuales se aparean con regiones especificas del ADN y permiten
analizar aquellas zonas mas comunmente alteradas en un tumor especifico. La
utilizacién mas frecuente en sarcomas de partes blandas es el FISH con sondas "locus

especificas" para estudiar determinadas translocaciones con dos estrategias basicas:

a) Separacion: separacion de dos sondas marcadas con distintos fluorocromos que
normalmente flanquean la zona de translocacién ("break-apart") con la generacion de
dos puntos fluorescentes separados en vez de uno solo unido, donde el color fusionado

es normal y la separacion de sefiales indica translocacion.

b) Fusion: la translocacion genera la fusién por contigtiidad de dos genes que en estado
salvaje estan separados. Se usan dos sondas marcadas con distintos fluorocromos,
cada una complementaria a cada uno de los genes involucrados en la translocacién. De
esta forma habra unién de los dos colores; que puede visualizarse como dos puntos
contiguos o un punto de un color resultante de la fusiéon de los dos colores utilizados;
Cuando haya translocacién o dos puntos separados cuando los cromosomas no

muestren alteraciones.

Una aplicacion comun de FISH es en el diagnéstico diferencial de tumores lipomatosos
bien diferenciados, donde una sonda dirigida contra el locus MDM2 se utiliza para
detectar la presencia o ausencia de amplificacion en la region 12q13-15 observada en

el tumor lipomatoso atipico/ liposarcoma bien diferenciado.

Para las translocaciones, existen sondas comerciales de doble color que pueden

evaluar genes implicados en la gran mayoria de las translocaciones que se
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encuentran comunmente en la practica clinica, incluyendo EWSR1, FUS, SYT, DDIT3,
ALK y FOX01A15.

La identificacion de translocaciones es particularmente (til para tumores con
translocaciones variantes, donde 1 compafiero de translocacion esta presente en la
mayoria de los casos pero el segundo compafiero de translocacion varia. Los ejemplos
incluyen sarcoma de Ewing o PNET y sarcoma sinovial, donde las sondas de
separacion dirigidas contra EWSR1 y SYT serian positivas en casi todos los casos.
Esta estrategia evita la necesidad de desarrollar numerosas sondas dirigidas contra
todos los socios de fusion, pero tiene la desventaja de no identificar a la pareja

especifica en un caso individual.

Una limitacion de las sondas FISH se produce en casos en los cuales 2 tumores que se
encuentren dentro del diagnéstico diferencial se caracterizan por translocaciones que
implican el mismo gen, por ejemplo, el sarcoma de Ewing o PNET y el tumor de células
redondas pequefias desmoplasticas ya que todos poseen todos los reordenamientos
EWSR1 vy tienen caracteristicas morfolégicas superpuestas. En tales casos, la
aplicacion de una técnica mas especifica como la RT-PCR puede ser necesaria para

llegar al diagndstico correcto.
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Definicion del problema

El diagnostico de los tumores de tejidos blandos puede representar un reto diagndstico
para el pat6logo debido a la poca frecuencia y gran heterogeneidad de este grupo de
tumores, por lo cual es necesario en muchas de las ocasiones apoyarse en el uso de
estudios auxiliares como lo es el uso de marcadores de inmunohistoquimica para
descifrar su inmunofenotipo, hay ocasiones en las que aun con el uso de la IHQ no se
puede llegar a un diagnostico final, el advenimiento de nuevas pruebas moleculares
como el FISH, para la deteccién de amplificaciones, translocaciones y mutaciones ha

dado luz verde para llegar a un diagnostico final en estos casos.
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Antecedentes

América latina

En el afio 2004, Garcia Tamayo evalu6é 430 casos que incluyeron tumores benignos,
pseudosarcomas y sarcomas, que previamente fueron clasificados con el uso de
inmunohistoquimica y hace énfasis en la posibilidad futura del uso de técnicas
moleculares en el futuro para examinar alteraciones cromosomicas que puedan sefialar

variaciones en el prondstico y tratamiento de esta neoplasia.

En el aflo 2005, Cruz y Navarro, reconocen que basar el diagnostico Unicamente en el
patrén histolégico del HyE, puede ser limitado. Ademas realizaron una comparacion de
los diagndsticos realizados Unicamente con los cortes histolégicos tefiidos con HyE y
los diagnosticos realizados complementandose con técnicas de 1 HQ, donde
Unicamente hubo concordancia en el 58% de los casos de sarcomas fusocelulares,

33% de los leiomiosarcomas, 59% de los sarcomas pleomorficos,

México

En el afio 2004 Flores-Vazquez, reporto la experiencia del Hospital General de México
con los tumores de tejidos blandos, revisaron los pacientes atendidos entre el 1 de
enero de 1993 y el 31de diciembre del 2003 y clasificaron los casos de acuerdo a
diagnéstico, sexo, edad, y tratamiento sin hacer énfasis en las caracteristicas

histopatoldgicas o de inmunohistoquimica.
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Justificacion

En una busqueda intencionada en la literatura nacional y de américa latina no hay
ningun trabajo que evalué los resultados obtenidos de la clasificacion de tumores de
tejidos blandos usando tinciones de inmunohistoquimica y que compare el resultado

con los resultados obtenidos con la técnica de FISH.

El diagnéstico preciso de los tumores de tejidos blandos tiene fundamental importancia
terapéutica y pronostica ya que no es infrecuente la superposicion morfolégica entre
entidades, por lo cual el uso de estudios auxiliares como lo son la inmunohistoquimica y
la hibridacion por fluorescencia in situ es de fundamental importancia para llegar a un

diagnéstico preciso y establecer el pronéstico del paciente.
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CAPITULO 111

Hipotesis

Los paneles de inmunohistoquimica realizados en tumores de tejidos blandos y el uso
de sondas de FISHSS18, FKHR, EWRS1, DDIT3, MDM2 para la busqueda de
re-arreglos o amplificacion de los genes implicados en lesiones de tejidos blandos, son

de utilidad para la clasificacion en el diagndstico final en sarcomas de tejidos blandos.

Hipotesis Nula

Los paneles de inmunohistoquimica realizados en tumores de tejidos blandos y el uso
de sondas de hibridacién por fluorescencia in situ como SS18, FKHR, EWRS1, DDIT3,
MDM2 para la busqueda de re arreglos o amplificacion de los genes implicados en
lesiones de tejidos blandos, no son de utilidad para la clasificacion final en el

diagnostico de sarcomas de tejidos blandos.
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CAPITULO IV

Objetivo general

Evaluar la correlacion de estudios de inmunohistoquimica e hibridacion por fluorescencia in
situ (FISH) en la clasificacion del diagnostico final en los sarcomas de tejidos blandos
revisados en el servicio de Anatomia Patolégica y Cito

patologia del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez"

Objetivos Secundarios
Correlacionar patron y grado histolégico de los sarcomas de tejidos blandos con su

inmunofenotipo y resultado de prueba de FISH.
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CAPITULO V
Materiales y métodos:

A) Disefio metodoldgico del estudio: (Marque a
cudles pertenece la investigacion)

Observacional X Experimental
Transversal X Longitudinal
Comparativo X Descriptivo
Prospectivo Retrospectivo X
No ciego Ciego

Observaciones:

8.-Tipo de estudio:

Encuesta o cohorte transversal X

Casos y controles

Cohortes

Ensayo clinico controlado

Estudio de prueba diagndstica

C) Poblacién de Estudio:

La poblacion de estudio son todos los casos de sarcoma de tejidos blandos que se
encuentren en la base de datos de nuestro servicio, ya sea pacientes de nuestro
hospital o casos que hayan sido enviados para su revision; en los cuales se haya
realizado biopsia o reseccién completa de tumor y se haya realizado en los mismos

prueba de FISH.
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D) Descripcion de la metodologia de estudio (segun los objetivos
particulares):

La busqueda de pacientes se llevara a cabo mediante el sistema Tesi electrénica
(Pathox) como criterios de busqueda se utilizaron: Casos de pacientes con diagndéstico
de sarcomas de tejidos blandos en los cuales se haya realizado prueba de FISH con las
sondas EWSR1, FKHR, MDM2, DDIT3, SS18 durante un periodo del 1 de Enero de 201

O a en 30 de mayo de 2017.

Disefio: criterios de inclusion y exclusién, captura, procesamiento, anélisis e

interpretaciéon de lainformacion;

Criterios de Inclusion
e Tumores de tejidos blandos en los cuales se haya realizado prueba de FISH en

tejido obtenido mediante biopsia o reseccién completa.
¢ Disponibilidad de reporte histopatol6gico y/o de inmunohistoquimica, resultado

de prueba de FISH.

Criterios de Exclusién
¢ Tumores de tejidos blandos, en las cuales no se haya realizado prueba de FISH

e Casos en los que no se cuente con reporte histopatolégico, de

inmunohistoquimica, o resultado de prueba de FISH.

Procesamiento
- Elaboracién de base de datos en excel especificando edad, sexo, diagnostico,
panel de marcadores de inmunohistoquimica realizados con positividad o

negatividad de los mismos, y sonda de FISH utilizada, asi como diagnostico por

FISH.
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- Busqueday recoleccion de laminillas de cortes histoldgicos teflidos con HyE de
cada uno de los casos.

- Reevaluar los cortes histolégicos y determinar en cada uno de los casos con los
que se cuente el material, patrén histolégico y grado de diferenciacion y
agregarlos a la base de datos previamente realizada.

- Analizar los paneles de inmunohistoquimica previamente realizados y
reportados en el diagnostico.

- Correlacionar patrén histologico con panel de inmunohistoquimica realizado

- Correlacionar panel de inmunohistoquimica con resultado final

- Determinar el nimero de casos en los que el diagnostico final con el uso de
inmunohistoquimica correlaciono con el resultado de FISH

- Determinar los casos en los cuales el diagnostico final cambio con el resultado
de FISH

Calculo del tamarfio de la muestra

La muestra sera por conveniencia, pareada, total, incluyendo todos los casos de
sarcomas de tejidos blandos en lo que se haya realizado prueba de FISH.

Andlisis estadistico

Los resultados se reportaran en tablas y se clasificaran los casos en base a
cambio en el diagnéstico, confirmacién de diagndstico o no contribucion de
diagnéstico de la prueba de FISH.
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CAPITULO VI

Resultados

En total se evaluaron 86 casos de tumores de tejido blandos en los cuales se
realizd6 prueba de FISH utilizando las sondas 8S18, FKHR, MDM2, DDIT3 y
EWSR1; con una confirmacion diagnéstica general de 77.9% con respecto al
diagndstico histolégico utilizando las técnica de hematoxilina y eosina y
marcadores de inmunohistoquimica; obteniendo los siguientes resultados, los

cuales se resumen de manera general en la tabla 1.

En el caso de los tumores de tejido blandos en los cuales se realizé prueba de FISH
utilizando la sonda 8S18 se recolecto un total de 16 casos, los cuales tenian una media
de edad de 37.47 afios, con 9 pruebas positivas (56.25%) en los cuales se confirmé el
diagnostico de sarcoma sinovial y 7 pruebas negativas (43.75%).

En total hubo 5 casos en los que se cambio el diagndstico previo a la realizacion de la
prueba de FISH (tabla 2); en 4 de los casos la prueba fue positiva por lo cual el
diagnostico final fue sarcoma sinovial, en Unicamente 1 de los casos el diagnostico
previo a la realizacion de la prueba era sarcoma sinovial, siendo la prueba negativa y
finalmente se diagnosticO como tumor neuroectodermico primitivo, todas las

neoplasias evaluadas con esta prueba mostraron grado 3 de diferenciaciéon con un

PRUEBAS AMBIO ONFIRMC
NEGATIVAS [DIAGNGOSTICO DIAGNOSTICO

16 37.47 12/5 9 (56.25%) 7(43.75%) 5(31.25%) 11 (68.75%)

patron histolégico fusa celular y de células pequefias.

£
[PRUEBAS
IPOSITIVAS

13 159 6/7 3 (23%)  10(77%) 0 4 {30.76%)
19 53.52 11/8 10(52.63%) 9(47.36%) 1(5.2%)  18(94.7%)
18 4611 5/7  5(27.77%) 13 (72.2%) 0 18(100%)
20 24 13/10  10(50%)  10(50%) 0 15 (75%)

TABIA 1

DRA. HERSILIA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETI 34



’ TABLA 2 l

LESION ADIPOSA MIX

LIPOMA ATIPICO

LIPOSARCOMA BIEN DIFERENCIADO 0/2
LIPOSARCOMA PLEOMORFICO
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TOTAL 18 19 16 13 16

Se revisaron 13 casos en los cuales se empled la sonda FKHR para la mutacién 13q14 la
cual es diagnostica de rabdomiosarcoma, la media de edad de los pacientes en los cuales
se empled esta sonda fue de 15.9 afos, siendo 6 hombres y 7 mujeres, el 23 % de las
pruebas resultaron positivas y el 77% de las pruebas fueron negativas, esto confirmo el

diagnostico previo de rabdomiosarcoma alveolar en 3 casos (Tabla 2).

En el caso de los tumores de tejido blandos en los cuales se realizd prueba de FISH
utilizando la sonda MDM2 se recolecto un total de 19 casos, los cuales tenian una media
de edad de 53.52 afios, con 1 O pruebas positivas (52.63%) en los cuales se confirmo el
diagnostico de liposarcoma atipico/ desdiferenciado y 9 pruebas negativas (47.36%).

Unicamente se cambi6 el diagndstico previo de

Sarcoma pleomorfico en 1 caso, en el cual la prueba resulto positiva, y finalmente se
diagnosticé como liposarcoma desdiferenciado {Tabla 3); en los 18 (94.72%) casos
restantes se confirmé el diagnostico previo. Las neoplasias evaluadas con esta prueba
mostraron grado 3 de diferenciacidon con un patrdn histolégico fusocelular y de células

pequenas.

En 18 de los casos recolectados se utilizd la sonda DDIT3 la cual es especifica para el
re-arreglo 12q 13 el cual es diagnéstico para liposarcoma mixoide/ liposarcoma de
células redondas, el cual se encontraba en el diagndstico diferencial de los casos por
histologia. En total se confirmé el diagnéstico previo en el 100% de los casos, con 5
pruebas positivas (27.77%) y 13 pruebas negativas (73.2%), el promedio de edad de

estos pacientes es de 46.11 afos.

Por ultimo se revisaron 20 casos en los cuales se utiliz6 la sonda EWSR1, de estos
casos el promedio de edad fue de 24 afios, con una confirmacion diagndstica previa

en 15 casos (75%).

DRA. HERSILJA AIDE HERNANDEZ ZAMONSETT 36



Se reporté un cambio en el diagnostico previamente dado en 6 casos los cuales

representan el 6.9% de los casos revisados (tabla 3) en estos tumores se utilizaron las

sondas para SS18 y MDM2, en general las neoplasias mostraron un patron

histolégico fusocelular, de células pequefias y pleomorfico, todas con un grado 3 de

diferenciacion.

SARCOMA FUSOCELULAR
M 28 DE GRADO ALTG, NO SARCOMA SINCVIAL
1 CLASIFICABLE

M 45 SARCOMA SINOVIAL PNET

g M 28 PNET SARCOMA SINOVIAL
2
M 57 SARCOMA FUSOCELULAR  SARCOMA SINOVIAL
DE ALTO GRADO MONOFASICO
SARCOMA DE CELULAS

PEQUERAS SARCOMA SINCVIAL

LIPOSARCOMA
i ™M 66 SARCOMA PLEOMORFICO  DESDIFERENCIADO POSITIVO

Tabla 4

$s18

§s18

S518

§518

POSITIVO

NEGATIVC

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

MDM2

FUSOCELULAR 3

CELULAS
PEQUENAS

CELULAS
RECONDAS

FUSOCELULAR 3

CELULAS
PEQUENAS

PLEOMORFICO 3

En 2 de los 86 casos revisados no se pudo llegar a un diagnostico final ( tabla 5);

tratdndose de neoplasias poco diferenciadas, con grado histologico 3 y patron

pleomorfico y fusocelular , el primer caso se trata de un paciente masculino de 19

afos con diagnostico histol6gico de neoplasia maligna poco diferenciada con un

inmunofenotipo no concluyente (tabla 6) en el cual resulto negativo la prueba de
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FISH para SS18, el segundo caso se trata de un paciente femenino de 50 afios
con un diagnostico histoloégico de neoplasia fusocelular maligna no clasificable, en
el cual se realizaron marcadores de inmunohistoquimica (CD99,5100,PanCK, TLE-
1,EWSR1,CD34,HMBE-45,AML,DESMINA) los cuales resultaron negativos.

1 | NUMERO DE
: v RESULTADO | , < | PAIRON GRADO
- SEXO| EDAD | PRUEBAFISH| =, | DIAGNOSTICO l wt:,zsc:é)gfz{s | HISTOLOGICO | HISTOLOGICO
i i o §

NEOPLASIA

s MALIGNA POCO
M 19 5518 NEGATIVO  DIFERENCIADA CON 8 PLEOMORFICO 3
| INMUNOFENOTIPO
1 NO CONCLUYENTE.
NEOPLASIA
FUSOCELULAR
F 50 EWSR1 NEGATIVO MALIGNA NO 9 FUSOCELULAR 3
2 CLASIFICABLE

Tabla 5

FWSR1 NMBEas L [DESMINA

Tabla 6

En general los patrones histolégicos predominantes fueron de células redondas,

mixoide y fusocelular, los cuales se muestran en la grafical.
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PATRONES ARQUITECTURALES

PLEOMORFICO —
T

ADIPOSO

Grafica 1

Las neoplasias en las que se realiz6 el menor numero de marcadores de
inmunohistoquimica son en las que se utilizé la sonda DDIT3 con un promedio de
2.88 de marcadores usados, las neoplasias en las que se utilizé un mayor niumero
de marcadores de inmunohistoquimica son en las que se utilizé la sonda EWSR1
con un promedio de 5.85 marcadores usados. (Tabla 7)
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PROMEDIO DE PROMEDIO DE PROMEDIO DE
NUMERO DE MARCADORES 3 MARCADORES EN MARCADORES EN
PRUEBAS USADOS | PRUEBAS POSITIVAS | PRUEBAS NEGATIVAS

Tabla 7
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CAPITULO VII

Discusion

La hibridacién por fluorescencia in situ es en la actualidad la herramienta diagnostica
mas fiable en cuanto al diagndstico de sarcomas con mutaciones o rearreglos

especificos.

La evaluacion correcta del patron arquitectural en los cortes por HyE es indispensable
para orientar el panel de inmunohistoquimica asi como decidir si es necesario la

realizacion de estudios moleculares.

El porcentaje de casos positivos para las pruebas SS18, DDIT3, MDM2 concuerda con
lo reportado en la literatura mundial, con una correlacion del 100%, sin embargo los
porcentajes de casos en los cuales la sospecha diagnostica inicial por histologia e
inmunohistoquimica para las pruebas EWSR-1 y FKHR es menor al reportado en la

literatura.

Esta discordancia podria deberse a la mayor cantidad de genes y translocaciones que
pueden encontrarse alterados en estas patologias, por lo tanto un resultado negativo
de FISH en estos casos no necesariamente descartan el diagnostico, sin embargo un
resultado positivo si lo confirma, otro factor a considerar en estos casos son las

caracteristicas del tejido asi como tiempo de fijacion y el procesamiento del tejido.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El uso de técnicas auxiliares de diagnostico como la inmunohistoquimica y
pruebas moleculares como la hibridacion fluorescente in situ aumentan la
precision diagnostica de manera importante tanto en neoplasias bien a

pobremente diferenciadas.

Es de fundamental importancia para el patélogo el dirigir el panel diagnostico de
inmunohistoquimica a realizar de manera inicial en una neoplasia de acuerdo a las
caracteristicas del patron arquitectural observado, asi como la correlacién con los
datos clinicos del paciente y sus estudios de imagen para poder aumentar la precision

diagnostica.

Otra cuestion a considerar en el caso de neoplasias bien diferenciadas, es importante
el analizar costo beneficio en la realizacion de pruebas de inmunohistoquimica, ya
gue segun nuestros resultados en el caso de neoplasias como lo son los
liposarcomas podria realizarse la hibridacién por fluorescencia in situ, de manera

inicial y asi acelerar tanto como confirmar el diagndstico certero.

Asi mismo en el contexto de lesiones pobremente diferenciadas, es importante
considerar realizar pruebas para translocaciones especificas 0 genes de fusion
para aumentar la eficacia diagnostica de manera inicial, basado en el patron
arquitectural y datos clinicos asi como de imagen, ya que la realizaciéon de un panel
inicial de inmunohistoquimica, y la posterior ampliacién del mismo puede llegar a

ser costoso, ademas de consumir mucho tiempo.
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