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Criterios pronosticos y analisis anatomopatologico
de los tumores neuroblasticos

Prognostic criteria and anatomopathological analysis of neuroblastic tumours

Manuel Vaquero

RESUMEN

El propdsito de este articulo es discutir una aproxima-
cion practica para pacientes con tumores del grupo del neu-
roblastoma. Se recomienda la utilizacion de la terminologia,
clasificacion y de los criterios morfologicos del sistema
prondstico propuesto por el INPC (International Neuroblas-
toma Pathology Committee). Ademas, se recogen los datos
necesarios que deben figurar en el informe anatomopatolé-
gico, incluidos los test citogenéticos y moleculares.

Palabras clave: Neuroblastoma, ganglioneuroblastoma,
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SUMMARY

The purpose of this article is to discuss a practical appro-
ximation for patients with tumours of the neuroblastic group.
We recommend using the terminology, classification and
morphological criteria of the prognostic system proposed by
the INPC (International Neuroblastoma Pathology Commit-
tee). Furthermore, the necessary data for the anatomopatho-
logical report has been collected, including the cytogenic and
molecular tests.

Keywords: Neuroblastoma, ganglioneuroblastoma,
sympathetic nervous system tumours.
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INTRODUCCION

Los tumores del grupo de neuroblastomas periféricos
son tumores embrionarios del sistema nervioso simpatico.
Es un grupo heterogéneo no solo morfologicamente sino
en su genética y biologia. Hace mas de dos décadas Shi-
mada y col (1). sentaron las bases morfologicas para la cla-
sificacion de los tumores neuroblasticos que junto al esta-
dio constituyen los factores prondsticos mas importantes.

Los tumores neuroblasticos se caracterizan por una
serie de hechos que los hacen tnicos para el patélogo y
el clinico. El patdlogo debe manejar la pieza en fresco y
prever la recogida de tejido para realizar estudios mole-
culares y citogenéticos. El clinico debe realizar una esta-
dificacion que no sigue la habitual TNM (tabla 1), asi
como analizar los resultados analiticos de metabolitos de
catecolaminas en orina —acido vanililmandélico y homo-
vanilico—, y los niveles séricos de LDH, ferritina y eno-
lasa neuroespeficica.

VARIABLES CLINICAS (1,2)

El 76% de los tumores se localiza en el abdomen,
generalmente en las adrenales, seguido de la cadena sim-
patica paravertebral y de paraganglios como el de Zucker-
kandl. Los tumores adrenales afectan a los de menor edad
y suelen ser mas indiferenciados. El mediastino posterior
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ocupa el segundo lugar y pueden ser el origen de sintomas
respiratorios y de sindrome de Horner. En lactantes la pre-
sentacion puede ser una hepatomegalia debida a la presen-
cia de metastasis difusas, o un sindrome de compresion
radicular o medular, al extenderse el tumor radicularmen-
te hasta el espacio epidural en forma de «reloj de arenay.
Estas ramificaciones justifican que en casi un 70% de
pacientes queden secuelas neuroldgicas posquirurgicas de

TABLA 1. Estadios de los tumores neuroblasticos
(Internacional Neuroblastic Staging System)

Estadio 1 Tumor localizado con escision macrocopica com-
pleta con/sin enfermedad residual microscopica.
Ganglios ipsilaterales no atrapados por el tumor y
negativos microscopicamente.

Tumor localizado con escision macroscopica
incompleta. Ganglios ipsilaterales no adheridos y
negativos microscopicamente.

Tumor localizado con/sin escisidon macroscopica
completa pero con ganglios ipsilaterales positivos
no adheridos y los contralaterales negativos
microscopicamente.

Tumor unilateral irresecable que cruza la linea
media, con/sin afectacion ganglionar regional.
Cualquier primario con afectacion de ganglios dis-
tantes, hueso, médula dsea, higado, piel y/o otros
organos a excepcion de los del estadio 4S.

Tumor localizado como estadios 1, 2A, 2B y dise-
minacion limitada a piel, higado, y/o médula 6sea
(< del 10% y menores de un afio de edad).

Estadio 2A

Estadio 2B

Estadio 3

Estadio 4

Estadio 4S
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Fig. 1: NB pobremente diferenciado. Las zonas blanquecinas son cal-
cificaciones del estroma. La abundancia de nidos separados por estro-
ma da un aspecto micronodular a la superficie de corte. Zonas de limi-
te abrupto, como la indicada con las flechas, deben estudiarse para des-
cartar un GN nodular.

diverso tipo. Un sindrome paraneoplésico cerebeloso
infrecuente es el opsoclono-mioclono que suele indicar
buen pronostico ya que se debe a la presencia de anticuer-
pos frente al tumor pero con reactividad cruzada con las
células de Purkinje. Rara vez aparece una diarrea acuosa
secundaria a la liberacion de péptico vasointestinal por el
tumor o un sindrome de Cushing. Hay casos familiares y
otros asociados a sindromes como el de Beckwith-Wiede-
man. También puede estar presente en el Hirschprung y en
la neurofibromastosis, asi como complicacién del sindro-
me hidantoinico.

La prueba de imagen mas rdpida y util en los de
localizacion abdominal es la ecografia. La que mas
datos aporta es la tomografia axial computerizada de
alta resolucion (TACAR) con contraste, que informa no
solo de la localizacion tumoral precisa sino también de
su vascularizacion y extension ganglionar. En la estadi-
ficacion se utiliza el escaner 6seo para descartar la
afectacion del sistema esquelético, lo que indicaria mal
pronostico.

En orina deben determinarse metabolitos de cateco-
laminas utiles tanto en el diagndstico como en el segui-
miento de los pacientes (2). La determinacién del acido
vanililmandélico tiene una sensibilidad de 80% y una
especificidad del 97%, mientras que el acido homovani-
lico ofrece unas cifras de 72% y 98% respectivamente.
En algunos casos, como en algunos neuroblastomas indi-
ferenciados, pueden no estar elevados debido a la escasa
actividad de la enzima dopamina- beta hidroxilasa.

A nivel sérico (2,3) suelen determinarse, antes de ini-
ciar cualquier tratamiento, LDH, enolasa neuroespecifi-
ca (ENS) y ferritina. La LDH indicaria actividad de la
enfermedad y valores por encima de 1.000 U/L suelen
indicar mal pronostico. Igual sucede con valores de ENS
mayores de 30 ng/mL. Los valores de ferritina deben
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determinarse antes de realizar transfusiones sanguineas y
parece ser el mejor de los tres para indicar un peor pro-
nostico, cuando sobrepasa el valor de 142 ng/mL.

CATEGORIAS MORFOLOGICAS Y MANEJO
DE LA MUESTRA

La biopsia debe recibirse inmediatamente después de
su obtencion, sin fijar y debe manejarse en condiciones
que aseguren la mayor esterilidad posible. Es muy impor-
tante el reconocimiento de posibles nédulos macroscopi-
cos (fig. 1). Para los estudios genéticos y moleculares son
necesarios al menos 100 mg de tejido. Si hay material
suficiente se hacen dos cubos de 1 ¢cm de lado, de dife-
rentes zonas, y se dividen en cuatro trozos (2):

112
314

1. Se hacen 10 improntas sin fijar y se fija el resto en
formol para comparar con lo que se ha analizado.

2. Se introduce en medio de cultivo estéril, para cito-
metria de ADN y citogenética.

3y 4. Se congelan y mantienen en N, liquido (—80°C).

También puede tomarse material en fijador especifi-
co para estudio ultraestructural. Del resto de tumor debe
hacerse un amplio muestreo, asi como buscar la existen-
cia de ganglios linfaticos. En Espafia existe un centro de
referencia para el estudio molecular del tumor (contacto
con la secretaria del hospital infantil La Fe de Valencia:
canyete ade(@gva.es / castel vic(@gva.es).

Microscopicamente siempre hay dos tipos celulares:
neuroblastos y células de Schwann (1). Estas ultimas seri-
an reactivas, reclutadas por sustancias originadas en el
propio tumor, y actuarian como antiproliferativas e induc-
toras de la maduracion neuroblastica. Segun la propor-
cion de estos dos componentes hablamos de tumores
ricos en estroma schwanniano, de buen prondstico, y
aquellos con menos del 50% de estroma en los que el pro-
nodstico morfoldgico depende de otras variables como: la
presencia de neuropilo y ocasionalmente de rosetas de
Homer Wright, el porcentaje de maduracion a células
ganglionares y el indice mitotico-kariorréxico (MKI).

El MKI consiste en estimar el nimero de células en
mitosis-kariorrexis en relacion con el numero total de
células tumorales (2), ambos por campo de gran aumento
(CGA). Debe cuantificarse en los tumores pobres en estro-
ma. Es en esta categoria de neuroblastomas donde tiene
una relevancia pronostica. Conlleva los siguientes pasos:

* Valoracion de la densidad celular (cortes de 3-4 p):

— Intensa: 700 a 900 células /CGA.

Moderada: 400 a 600 células /CGA.
Escasa: 100 a 300 células /CGA.
— Mixta
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* Eleccion al azar de los campos microscopicos para
el recuento. En los de densidad intensa suelen ser sufi-
cientes 6 a 8 CGA mientras que en los escasos con
mucho neuropilo debe recogerse al menos 20 CGA.

Se hace recuento de al menos 5.000 células neoplasi-
cas, utilizando zonas diferentes del tumor y se anota la
media del nimero de mitosis y nticleos en kariorrexis.

Las categorias que se obtienen son las siguientes (4):

* MKI bajo: < de 100 cel MK/5.000 cel. tumorales o
< 2% de células MK.

* MKI intermedio: entre 100 y 200 cel MK/5.000 cel
tumorales o entre el 2-4% de células MK.

* MKI alto: >200 cel MK/5.000 cel tumorales o >4%
células MK.

Hay correlacion entre un MKI alto y un curso clinico
adverso, asi como con la amplificacion de MYCN. Debe
recordarse que el complejo proteico Myc-Max previene la
maduracion y promueve la proliferacion y la apoptosis.

En la categoria histologica (2,4) de neuroblastomas hay,
por definicion, menos de del 50% de estroma schwanniano
(figs. 2 y 3). En el subtipo indiferenciado no hay neuro-
pilo ni diferenciacion a células ganglionicas. El diagnosti-
co se hace con la ayuda de las técnicas especiales. Al igual
que el subtipo pobremente diferenciado puede tener célu-
las grandes pleomorficas o de aspecto rabdoide.

Los neuroblastomas pobremente diferenciados tic-
nen neuropilo en microscopia oOptica. La mayoria de
células tumorales son indiferenciadas y el numero de
células en diferenciacion ganglionar no supera el 5%.

El neuroblastoma en diferenciacion se diferencia
del anterior por su abundante neuropilo pero el criterio
base para clasificarlo es la presencia de mas de un 5% de
maduracion a células ganglionares. Este subtipo puede
tener abundantes células de Schwann en la periferia pero,
a diferencia de los ganglioneuromas entremezclados, no
supera el 50% del tumor. Ese cambio de celularidad peri-
férico plantea la posibilidad de confusion con un tipo
nodular pero, sin embargo, los bordes entre ambas zonas
no son ni nitidos ni compresivos.

El ganglioneuroblastoma entremezclado es rico en
estroma y con aspecto de diferenciacion-maduracion
neuronal evidente. Sin embargo, el proceso de madura-
cién no es completo ya que quedan focos microscopicos
de células neuroblasticas (menos del 50% del volumen
total de las laminillas). Debe recordarse que en los gan-
glioneuroblastomas nodulares los focos indiferenciados
SONn Macroscopicos.

En la categoria de ganglioneuromas hay dos subti-
pos, ambos ricos en estroma schwanniano y con células
ganglionares maduras. En la forma «en maduraciony
todavia quedan neuroblastos en diferenciacion o células
ganglionares madurando pero no llegan a formar nidos.
Por el contrario en la forma «madura» el proceso madu-
rativo es completo y hay incluso fasciculos de neuritas y
células satélites perineuronales.

Fig. 2: Aspecto microscopico del caso anterior con zonas de calcifica-
ciones del estroma (flecha) y abundante neuropilo pero sin células gan-
glionares (recuadro).

La categoria mas compleja es la de ganglioneuroblas-
toma nodular (6,7) que contiene mas de una clona evolu-
tiva con diferente comportamiento bioldgico (tabla 2). El
limite de los nodulos suele ser nitido e incluso con una
pseudocépsula que separa al nddulo del resto. A veces se
calcifican y pueden quedar ocultos. Deben estudiarse
todos los nodulos y es el mas indiferenciado el que, junto
a la edad y el MKI, marca el pronostico (tabla 3).

En el informe anatomopatoldgico de los tumores
neuroblasticos deben figurar los siguientes datos:

 Categoria histoldgica (tabla 2).

* Subtipo histoldgico.

* Presencia o no de invasion venosa y linfatica.

* MKI en la categoria de neuroblastoma (3).

* Otros datos de interés: calcificacion (podria indicar
prondstico favorable en relacion al tratamiento), cantidad
de neuropilo y de necrosis; asi como si hay desgarros en

Fig. 3: Distintos aspectos madurativos de los NB. A) Abundante estro-
ma junto a nidos neuroblasticos indiferenciados; B) roseta de Homer-
Wright; C) Presencia de células neuronales bien constituidas: amplio
citoplasma eosin6filo y nucleolos evidentes; y D) Zona con aspecto de
ganglioneuroma maduro.
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TABLA 2. Categorias morfolégicas y subtipos (Internacional Neuroblastic Pathologic Committe)

Categorias

Subtipos

Neuroblastoma (NB)
(< 50% estroma schwanniano)

* Indiferenciado: ausencia de neuropilo y de diferenciacion celular ganglionica

* Pobremente diferenciado: neuropilo evidente y <5% diferenciacion a cel. gan-
glionares en nucleo y citoplasma

» En diferenciacion: neuropilo abundante y >5% diferenciacion a cel. ganglionares

Ganglioneuroblastoma Entremezclado (GNBe)

Mas de 50% de estroma schwanniano con cel. ganglionares maduras o en madura-
cion y neuropilo abundante pero existen nidos neuroblasticos

Ganglioneuroma (GN)
(>50% estroma schwanniano)

Maduro: estroma schwanniano y cel ganglionares maduras
En maduracion: predominio de ganglioneuroma maduro pero hay grupitos de
neuroblastos en diferenciacion o diferenciados

Ganglioneuroblastoma Nodular (*)

Clasico: nodulo visible microscopicamente dentro de un GNBe o un GN
Nodulos multiples

Gran nddulo, Ginico o multiple: no se ven macroscopicamente pues casi ocupan
todo el tumor

Sin nédulo: el primario es un GNBe o un GN pero en la metastasis es un NB

Tumor neuroblastico inclasificable

Tumor neuroblastico pero, generalmente por muestra insuficiente, no puede termi-
narse de clasificar

Neuroblastoma Inespecifico

Es un neuroblastoma, pobre en estroma, en el que por diversos problemas no pue-
de clasificarse

Ganglioneuroblastoma Inespecifico

Ganglioneuroblastoma en el que, generalmente por escaso material, no puede cla-
sificarse del todo

(*) Se utilizan los mismos criterios morfoldégicos que en el resto de tumores neuroblasticos. Dentro de un tumor, la histologia puede variar de unos
nddulos a otros e incluso dentro del mismo nddulo. Predomina en mayores de un afio.

la superficie por la cirugia (esto ocurre mas frecuente-
mente si hay hemorragia tumoral difusa o degeneracion
quistica).

* Posible afectacion de ganglios linfaticos y érganos
adyacentes, para poder realizar la estadificacion.

* Resultados de los estudios especiales.

* Determinaciéon del grupo pronodstico segun la
INPC: histologia favorable o desfavorable (tabla 3).

La informacion histologica obtenida en una metasta-
sis es equivalente a la del sitio primario, aunque debe
indicarse este hecho en el informe. Por el contrario, des-
pués de tratamientos quimio y/o radioterapicos la histo-
logia varia mucho de area a area y hay frecuentemente
necrosis y calcificacion por lo que no valdria para la

valoracion pronostica. Sin embargo el MYCN sigue
siendo util.

Estd documentado que los neuroblastomas pueden
madurar y regresar, como en el estadio 4S. Asi, todos los
ganglioneuromas fueron una vez neuroblastomas y por
eso se ven en las edades mas tardias. La presencia en la
adrenal de nidos neuroblasticos (2), en 1/220 recién naci-
dos y lactantes de menos de tres meses, no esta aclarado
si son restos embrionarios, hiperplasia o una verdadera
neoplasia que luego regresaria.

El diagnostico diferencial morfologico (3) se plantea
fundamentalmente en los neuroblastomas indiferencia-
dos o con muestras muy escasas o de mala calidad.
Deben incluirse fundamentalmente: linfomas y leuce-

TABLA 3. Grupos prondsticos de los tumores nodulares y neuroblastomas convencionales (*)

Favorables

Desfavorables

menores de 1,5 afios

de 1,5 afos

* NB pobremente diferenciado o en diferenciacion con MKI bajo y en | ¢ Cualquier NB con MKI alto a cualquier edad

* NB en diferenciacion con MKI intermedio y edad entre 1,5 y 5 afios | * NB indiferenciado a cualquier edad
* NB pobremente diferenciado con MKI bajo o intermedio en menores | « NB pobremente indiferenciado en > 1,5 afios

* Cualquier NB con MKI bajo o intermedio en > 1,5 afios

* Cualquier NB en mayores de 5 afios
* NB diferenciado con MKI >2% y de mas de 1,5 afios

(*) Los hallazgos morfoldgicos pueden variar entre los nédulos y se aplica al mas «indiferenciadoy.
También debe tenerse en cuenta si existe o no amplificacion de MYCN
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mias, rabdomiosarcoma y PNET/Ewing. En estos casos
la inmunohistoquimica (2,5) suele ser de gran ayuda
(fig. 4) —NSE, cromogranina A, sinaptofisina— y debe
recordarse que el anticuerpo CD 99, que detecta la glu-
coproteina de membrana p30/32 producto del gen MIC2,
es negativo en los neuroblastomas. En algunos casos la
proteina ALK puede resultar positiva (2). La microscopia
electronica también puede ayudar al permitir detectar
granulos citoplasmicos de tipo neurosecretor y/o neuritas
con microtubulos y terminaciones sinapticas (2).

TEST CITOGENETICOS Y MOLECULARES (2,3)

La realizacion de estas pruebas necesita tejido fresco
y las mas utilizadas son aquellas implicadas en demos-
trar la amplificacion de MYCN y la existencia de altera-
ciones cromosdmicas.

El MYCN se localiza en el cromosoma 2 y para
detectar su amplificacion se esta generalizando el uso de
FISH, aunque también puede utilizarse el southern blot.
Se amplifica en forma de regiones dobles diminutas que
se tilen homogéneamente. El resultado es que se produ-
ce una gran cantidad de proteina que forma complejos
Myc-Max en el nucleo de la célula tumoral, lo que inhi-
be su diferenciacion y promueve la proliferacion y apop-
tosis. Suele resultar amplificado en los neuroblastomas
indiferenciados y en los pobremente diferenciados con
MKI alto.

La amplificacion de MYCN se correlaciona, a nivel
de citogenética, con la deleccion 1p en estadios avanza-
dos, en los que también aparecen otras delecciones des-
favorables como la 14q, 11q y la ganancia en 17q. La
LOH del 1p precede al desarrollo de la amplificacion
MYCN.

El indice de ADN detectado mediante citometria de
flujo también tiene relacion con el prondstico, sobre todo
en pacientes menores de un afio. Mientras la hiperdiploi-
dia/casi triploide se asocia a buen pronostico, ocurre lo
contrario con los casi diploides/tetraploides.

Por ultimo, la expresion alta de TrkA —un factor de
crecimiento neural de alta afinidad— sobre todo presente
en los neuroblastomas de histologia favorable, se asocia
a buen prondstico, mientras que la glucoproteina de
superficie CD44 se correlaciona con la amplificacion
MYCN.

PRONOSTICO

Después de ajustar el estadio y la histologia, favorable
0 no, el pronodstico es semejante entre los nodulares y
aquellos que no lo son. Los estadios 1 sélo con cirugia
alcanzan casi el 100% de supervivencia libre de recaida
(4,8). Mientras los 2A y 2B, sin amplificacion de MYCN,

St e £
Fig. 4: Inmunohistoquimica del NB: A) Tincion difusa con enolasa
neuroespecifica; B) Abundantes granulos citoplasmicos con cromogra-
nina A; C) Patrén de tincion multifocal para neurofilamentos; y D) Pre-
sencia incipiente de células de Schwann, S-100 positivas, en torno a
nidos de neuroblastos indiferenciados.

alcanzan el 98% de supervivencia sin enfermedad a los
cinco afios si tienen categoria favorable y un 73% si la tie-
nen desfavorable. Por el contrario en los estadios 4 la
supervivencia baja al 3%, mientras en el grupo especial
de 4S varia entre el 60 y el 90%. Las metastasis mas fre-
cuentemente afectan al higado y a los huesos (craneo y
orbita). La mayoria de las recidivas se producen en los
dos primeros afios tras la escision (2).
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