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RESUMEN

Antecedentes: Los tumores neuroblasticos son los
tumores solidos extracraneales mas frecuentes en la infan-
cia y se caracterizan por una evolucion clinica heterogénea
que va desde una progresion rapida a una regresion tumoral
espontanea. Existen factores prondsticos conocidos que
determinan dicha evolucion como son la edad, estadiaje,
histopatologia, estatus de MYCN, ploidia y diversas ganan-
cias y pérdidas cromosomicas. El objetivo del trabajo es
describir nuestra experiencia como laboratorio de referencia
espanol para la determinacion de estos parametros pronds-
ticos. Métodos: Material tumoral de pacientes con neuro-
blastoma, remitido a nuestro laboratorio desde 1992 hasta
2005, ha sido sometido a estudio histopatoldgico, molecular
para determinar la amplificacién de MYCN, histoquimico y
morfométrico para estudiar la ploidia y se ha introducido la
técnica de CGH para el analisis de ganancias y perdidas cro-
mosomicas. Resultados: El seguimiento clinico durante
estos afos, ha demostrado la importancia pronoéstica de la
clasificacién histoldgica Internacional Neuroblastoma
Pathology Classification (INPC), la relacion de un conteni-
do diploide-tetraploide de ADN con el histopronéstico des-
favorable, la proporcion del 20% de casos con amplifica-
ciéon de MYCN vy su caracter pronostico desfavorable, asi
como la presencia de ganancias y pérdidas cromosomicas
como 11g- que confieren mal prondstico. Conclusiones: Se
confirma la necesidad de determinar pardmetros morfologi-
cos y genéticos de valor pronoéstico con el fin de estratificar
la terapéutica apropiada de eleccion en los pacientes con
neuroblastoma.

Palabras clave: Tumores neurobldsticos, prondstico,
histopatologia, estatus de MYCN, ploidia.

SUMMARY

Background: Neuroblastic tumors are the most fre-
quent extracranial solid tumors in childhood, and are cha-
racterized by a heterogeneous clinic behavior, ranging
from a rapid progression of disease to a spontaneous
regression. Prognostic indicators that condition such
behavior, such as age, staging, histopathology, MYCN
oncogene status, ploidy, and diverse chromosomal losses
and gains, have been demonstrated. The aim of present
work is to describe our experience as reference laboratory
for the determination of these prognostic factors in neu-
roblastic tumors. Methods: Tumor material from patients
with neuroblastoma, submitted to our laboratory from
1992 to 2005 has been analyzed. Histopathology follo-
wing Internacional Neuroblastoma Pathology Classifica-
tion (INPC) classification, PCR and FISH for MYCN sta-
tus, static cytometry for ploidy and CGH for chromoso-
mal gains and losses, were performed. Results: The
clinical follow-up has demonstrated the prognostic value
of INPC, the relationship between diploid-tetraploid DNA
content and unfavorable histology, the existence of 20%
MYCN amplified cases showing an unfavorable progno-
sis as well as the presence of chromosomal gains and los-
ses especially 11qg-, that confer unfavorable prognosis.
Conclusions: We confirm the importance of determining
morphological and genetic prognostic parameters in neu-
roblastic tumors in order to stratify the patients to receive
the correct therapy accordingly.

Key words: Neuroblastic tumors, prognosis, histopatho-
logy, MYCN status, ploidy.
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INTRODUCCION

Los tumores neuroblasticos son los tumores solidos
extracraneales mas frecuentes de la infancia y estan
caracterizados por una evolucion clinica heterogénea que
abarca desde una progresion maligna rapida a una regre-
sion espontanea. Como resultado, tanto el pronostico
como la respuesta al tratamiento varia ampliamente (1,2).
La identificacion de los factores pronosticos solo se pue-
de realizar con garantia si el enfermo ha sido completa-
mente estudiado, para lo que es imprescindible siempre
realizar una biopsia, y que ésta sea estudiada en un labo-
ratorio de referencia o con amplia experiencia. Existe una
estandarizacion de criterios clinicos para diagnostico,
estadiaje, y respuesta al tratamiento conocida como Inter-
nacional Neuroblastoma Staging System (INSS) (3), defi-
niéndose internacionalmente la necesidad de obtener
datos biologicos (histopatoldgicos y genéticos) para crear
nuevos grupos terapéuticos. Los analisis histopatologicos
tienen un importante valor para conocer la biologia tumo-
ral (4-6). En 1984, Shimada y colaboradores (7) descri-
bieron un sistema de clasificacion basado en la cantidad
del estroma schwanniano, el grado de diferenciacion, el
indice de mitosis-cariorrexis (MKI) y la edad al diagnos-
tico, distinguiendo dos grupos de histopronostico: favora-
ble y desfavorable. Actualmente se utiliza la Internacional
Neuroblastoma Pathology Classification (INPC) (8,9),
basada en la clasificacion original de Shimada con peque-
flas modificaciones. Las anormalidades genéticas que
caracterizan estos tumores son conocidas desde hace
tiempo y algunas de ellas poseen claro valor pronostico
(10-14). Entre los marcadores genéticos de neuroblasto-
mas (NB) agresivos se incluyen la diploidia o tetraploidia
(15,16), la amplificacion del proto-oncogén MYCN (17-
19), la delecidn del 1p (20-22), y la ganancia del 17q (23-
26). Esta ultima reestructuracion, que se presenta con una
alta frecuencia, puede resultar de una traslocacion no
balanceada del 17q con mas de 20 regiones cromosomi-
cas diferentes (27,28). Recientemente, se ha encontrado
que los tumores con disomia del cromosoma 17 y un pre-
sumible estadio favorable puede representar un subgrupo
de riesgo alto (29). Ademas, se han descrito como marca-
dores de posible valor prondstico las pérdidas frecuentes
de heterocigosidad (LOH) en otras regiones cromosomi-
cas, especialmente 2q (30%), 3p (15.3%), 4p (19.5%), 9p
(36%), 11q (5-44%), 14q (18-23%) y 18q (31%) (30-34).
Se han descrito asociaciones entre pérdidas de 11q, 3p y
144, que se correlacionan inversamente con la amplifica-
cién de MYCN y la delecioén de 1p, identificando subgru-
pos diferentes de tumores avanzados (30-33).

De la multitud de factores pronosticos conocidos,
muchos de ellos no tienen un valor independiente y se
presentan asociados con otros de mayor peso especifico.
La edad, el estadio y la amplificacion del MYCN son los
factores admitidos por todos los grupos cooperativos
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como marcadores con valor prondstico independiente. A
ellos se afladen, con menor valor, la clasificacion histo-
logica de Shimada, la delecion del 1p y la ploidia. Otros
marcadores bioldgicos como el TRKA/B, el MDRI1, la
ganancia de 17q, y otras LOH han demostrado valor pro-
noéstico en estudios aislados, pero no han sido utilizados
todavia en grandes estudios cooperativos para conocer
cudl es su valor pronostico real (35-37).

Los enfermos se clasifican, por tanto, en grupos de ries-
go con recomendaciones terapéuticas diferentes para cada
uno de ellos, existiendo una concordancia del 85% entre las
clasificaciones utilizadas por los mayores grupos cooperati-
vos en NB. El grupo de alto riesgo (HR) es el mas numero-
s0 (45%), compuesto principalmente por pacientes mayores
de 1 afio con estadio 4, pero también incluye a cualquier
otro estadio de la enfermedad, excluyendo el estadio 1 con
amplificacion del MYCN, independientemente de la edad
(grupo de NB Sociedad Internacional de Oncologia Pedia-
trica [SIOP]-Europa). El prondstico de estos enfermos es
malo, incluso con tratamientos muy agresivos. Solo la
amplificacion del MYCN confiere un valor prondstico nega-
tivo a los tumores que la presentan (38-40).

El objetivo fundamental del presente trabajo es des-
cribir la experiencia de 14 afios como Centro Nacional de
Referencia para estudios biopatoldgicos del neuroblasto-
ma en relacion al valor prondstico de los factores ante-
riormente mencionados, con especial énfasis en la clasi-
ficacion histopronostica INPC, el estatus del gen NMYC
y su proteina codificada, la ploidia tumoral y el estudio
de diversas ganancias y pérdidas cromosomicas.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

El material tumoral de los pacientes estudiados fue
remitido entre Enero de 1992 y Junio 2005 al Centro de
Referencia Nacional de Estudios Anatomopatoldgicos y
Biologicos de Neuroblastoma de la SEOP (Sociedad
Espafiola de Oncologia Pediatrica) (Dpto. Patologia,
Universidad de Valencia). El diagnéstico de NB y esta-
diaje fue realizado segun la INSS.

Histopatologia e inmunohistoquimica

El diagnostico histologico, basado en las recomenda-
ciones de la INPC fue revisado por dos patologos del
Centro de Referencia Nacional. Fueron analizados los
siguientes parametros morfoldgicos: porcentaje de estro-
ma schwanniano, MKI (bajo, medio y alto siendo <100,
100 a 200 y >200 mitosis o cariorrexis por 5.000 células
tumorales respectivamente), grado de diferenciacion
basado en la presencia o ausencia de neuropilo, diferen-



ciacion ganglionica (indiferenciado, pobremente diferen-
ciado o en diferenciacion), y la presencia o ausencia de
calcificacion.

Los casos analizados fueron clasificados en subgru-
pos de histopronostico favorable y desfavorable depen-
diendo de la categoria y subtipo histologico, del indice
mitosis-cariorrexis y de la edad.

El diagnostico de la categoria de neuroblastoma indi-
ferenciado requirio confirmacion inmunohistoquimica
con la deteccion del marcador NB84.

Se elabor6 una matriz tisular con 49 casos de neuro-
blastoma con amplificacién y ganancia de NMYC, utili-
zando un sistema manual Beecher MTA.

El estudio inmunohistoquimico de la proteina Nmyc se
realizé utilizando el anticuerpo monoclonal antiMYCN
protein clon 8.4B suministrado por BD Pharmingen y un
sistema de deteccion ENVISION (Dako Cytomation).

Analisis genéticos

Los tumores fueron analizados genéticamente usando
la técnica de citometria estatica, de FISH y de CGH. Para
ello se realizaron secciones de las piezas incluidas en
parafina, improntas celulares y se extrajo ADN de la
misma pieza tumoral utilizada para el estudio histopato-
logico. Para interpretar los resultados de todas estas téc-
nicas genéticas fue imprescindible conocer el porcentaje
de células neuroblasticas en las secciones tumorales.

Para la medicion del indice de ADN por citometria
estatica se utilizaron secciones de material incluido en
parafina de 6 micras de grosor tefiidas con el reactivo de
Feulgen (hidrolisis acida con acido clorhidrico 30-50
minutos y Schiff 1 hora) y el sistema de analisis de ima-
gen Olympus CUE-2. Se midi6 la densidad optica inte-
grada de 250-500 nucleos de células tumorales y 25-50
nucleos linfocitarios (referencia interna) por caso y los
resultados se basaron en el Consenso Europeo (41).

Las improntas celulares con mas de 200 células neu-
roblasticas fueron utilizadas para detectar amplificacion
de MYCN vy para conocer la delecion de la region 1p36
por FISH. Las sondas utilizadas y las condiciones de
hibridacion, lavados, deteccion han sido previamente
descritas (42,43). Brevemente, se utilizaron sondas Q-
BIOgene N-myc (2p24)/ 2 a-satélite y 1p36 midisatélite/
1 alfasatélite de doble color. La hibridacion se realizé en
camara humeda a 37° C durante 16 horas. Los lavados
posteriores se hicieron con 50% formamida/2X SSC y
2X SSC. Las preparaciones fueron contratefiidas con
Dapi/antifade. Se analizaron de 200 a 500 nucleos por
caso con un microscopio epifluorescente Zeiss axio-
plan2. La amplificacion de MYCN fue considerada cuan-
do existia incrementado mas de 4 veces el nimero de
sefales de N-Myc en relacion con el numero de sefales
de cromosoma 2 alfa-satélite. La ganancia de MYCN fue
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reconocida cuando aparecia de 1 a 4 veces incrementado
el nimero de sefales de N-Myc en relacion con el nume-
ro de sefiales de cromosoma 2 alfa-satélite. La amplifi-
cacion de NMYC también se estudio con PCR diferen-
cial con el gen de la beta globina.

Para la deteccion de secuencias de ADN NMYC en
suero se extrajo ADN a partir de 200 microlitros de plas-
ma o suero utilizando el QI Ampl. Blood KIT (Quiagen),
seguido de amplificacion por PCR y Real Time PCR
cuantitativa usando el sistema Tagman detection y el ABI
Prism 7700 sequence detection system (Applied Bios-
ystems), utilizando como gen de referencia el ProlL1beta
localizado en 2q13-24.

La delecion de 1p36 fue detectada por la presencia
unica de una region subtelomérica del brazo corto del
cromosoma | (p36 midisatélite). Consideramos como
desequilibrio de 1p36 cuando existia una desproporcion
entre el numero de centromeros del cromosoma 1 y la
region 1p36, siempre con la existencia de mas de una
region subtelomérica del brazo corto del cromosoma 1.

Utilizamos la técnica de CGH descrita por Kallionie-
mi y colaboradores (44) con algunas modificaciones.
Brevemente, se utilizaron metafases (46XY) (Vysis). EL
ADN tumoral fue marcado con fluoresceina-12-dUTP
(Vector), y el ADN de referencia comercial y previamen-
te marcado con Spectrum red (Vysis). El tamafo de los
fragmentos finales fue de 500-2.000 bp. Se mezcld la
misma cantidad (300ng) de ADN tumoral y de ADN de
referencia precipitindose con 20 mg de ADN Cot-1
(Roche). Los distintos ADNs fueron disueltos en 50%
formamida/2X SSC y desnaturalizados 5-7 minutos a
75° C. Las preparaciones de metafases fueron desnatura-
lizadas en 70% formamida/2X SSC, 3-5 minutos a 73° C
y deshidratadas en series de etanol. La co-hibridacion de
los ADNs sobre las metafases normales se realizé en
camara humeda durante 48-72 horas. Los lavados pos-
teriores se realizaron con 50% formamida/2X SSC y 2X
SSC a 45° C, seguidos de 0.2X SSC y tampon fosfato.
Las preparaciones fueron contrateflidas con Dapi/antifa-
de. Se analizaron entre 10 y 20 metafases por caso con
un microscopio epifluorescente Zeiss axioplan2 con
video camara CCD S31. El analisis de las imagenes se
hizo usando el software ISIS v.3.1. Consideramos los
ratios verde/rojo >1,2 y >1,5 como nuimero de copias de
ADN con ganancia y amplificacidn, respectivamente, y
ratios <0,8 como perdidas del nimero de copias de ADN.

RESULTADOS
Estudio histologico
El estudio histopatologico siguiendo la clasificacion

INPC, fue aplicado en dos trabajos que han sido recien-
temente publicados (45,46)
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En un primer estudio, se analizaron 256 casos que
fueron clasificados en subgrupos favorable (88 casos) y
desfavorable (168 casos). La distribucion segun el sub-
tipo histologico demostré que la mayoria eran neuro-
blastomas pobremente diferenciados (63%). El segui-
miento clinico demostrd que los neuroblastomas indife-
renciados presentaban una tasa de mortalidad alta
(62.9%) en comparacidon con la supervivencia global
del 91,7% de los neuroblastomas en diferenciacion
(figs. Layb).

Uno de los factores morfolégicos con impacto pro-
nostico fue el indice mitosis-cariorrexis (MKI), con una
tasa de supervivencia baja (47,7%) en aquellos casos con
MKI alto si se compara con supervivencia del 87,9% en
casos con MKI bajo.

Finalmente, en este primer estudio, el subgrupo de
casos con histopronostico desfavorable correlaciono con
una supervivencia global del 59,2% con respecto al
93.8% de los casos considerados favorables.

Otro de los estudios realizados se refiere al valor his-
topronostico de la clasificacion INPC en neuroblastomas
localizados especialmente en estadio 2. Para ello hemos
colaborado en un protocolo multicéntrico Europeo deno-
minado LNESGI, en el cual, los 124 pacientes incluidos
solo recibieron un tratamiento quirurgico. La histopato-
logia de dichos tumores primarios fue revisada por el
panel de patdlogos de la SIOP. La clasificacion INPC
pudo aplicarse en 115 casos con un total de 91 casos
favorables (73,0%) y 24 casos desfavorables (19,4%).
Tras un seguimiento de 5 afios, tanto la supervivencia
global como el intervalo libre de recaidas se asociaron al
histopronostico favorable o desfavorable con caracter
estadisticamente significativo.

Estudio del estatus de NMYC

El analisis de la amplificacion génica del NMYC lo
enfocamos desde tres puntos de vista:

— Estudio de NMYC por FISH y PCR: En una pri-
mera etapa (1992-1999), sobre un estudio de 264 casos,
tan solo demostramos amplificacion en el 13% de los
neuroblastomas, los cuales estuvieron correlacionados
con histopronoéstico desfavorable. Comparativamente, el
estudio actualizado (2000-2005), que incluye los resulta-
dos por FISH, revela un porcentaje mayor (20%) de
casos con NMYC amplificado y que también se asocian
a un histoprondstico desfavorable. Ademas, hemos teni-
do ocasiéon de analizar alteraciones poco frecuentes
como la amplificacion focal, heterogénea y la ganancia
de NMYC, definida por FISH como un aumento de 2-4
sefales con respecto al numero de centrémeros del cro-
mosoma 2 y cuyo valor prondstico y su influencia en el
disefio de la estrategia terapéutica estan en controversia

(figs. L ey 1).
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— Estudio de amplificacion y expresion de Nmyc
con matrices titulares: En nuestra matriz tisular de 50
casos, hemos detectado amplificacion en 41 casos, que a
su vez sobreexpresan inmunohistoquimicamente la pro-
teina Nmyc (figs. 1 ¢ y d). Sin embargo no hemos detec-
tado en la matriz los casos de ganancia que habian sido
detectados previamente por FISH en las improntas cito-
logicas de los mismos casos.

Estudio de secuencias de NMYC en suero: Hemos
observado en los pacientes analizados una gran sensibi-
lidad de la técnica puesto que de 33 pacientes, 6 de los
cuales con tumores amplificados, hemos detectado 5 con
ADN NMYC circulante, mientras que en ninguno de los
pacientes no amplificados se detectaron secuencias de
ADN NMYC en suero.

Estudio de la ploidia tumoral

El analisis del contenido tumoral de ADN efectuado
con citometria estatica mostré6 en un primer estudio
(1992-1999) un porcentaje alto de casos ancuploides
(40%), mientras que en el estudio actual (2000-2005),
estos casos se han agrupado en el rango triploide, con
un total de 63% comparativamente con un 26% de
casos diploides y un 11% tetraploides. Tanto en un estu-
dio como en otro, la triploidia se asocié a un histopro-
noéstico favorable, mientras que los rangos diploides y
tetraploide correlacionaron con histoprondstico desfa-
vorable.

Estudio de ganancias y pérdidas cromosémicas

El estudio de la integridad del brazo corto del cro-
mosoma 1 (dellp), mostrd en un primer analisis un por-
centaje del 24% de casos, que ha aumentado al 30% en
el estudio actualizado (2000-2005). En ambos periodos,
su presencia se asocio a histoprondstico desfavorable.

Otras ganancias y pérdidas cromosomicas estudiadas
se refieren a la ganancia del 17q observada en 30 de 48
casos, asi como las pérdidas de 11q (11 de 35 casos) y la
pérdida de 14q (observada en 4 casos de 28 analizados).

Finalmente hemos tenido la oportunidad de estudiar
60 casos del protocolo Europeo de alto riesgo, tratando
de analizar comparativamente las ganancias y pérdidas
cromosomicas detectadas por FISH con el analisis geno-
mico completo con CGH.

El analisis por FISH del oncogén MYCN y de la inte-
gridad de la region 1p36 en los 60 casos estudiados per-
mite dividir la serie tumoral en tres grupos. Grupo 1:
amplificacion del MYCN, con delecion de 1p36 (n=29) y
no delecion de 1p36 (n=2); grupo 2: no amplificacion
del MYCN con delecion de 1p36 (n=7) y no delecion de
1p36 (n=14); grupo 3: ganancia del MYCN con delecion
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Fig. 1: (A y B) Histopatologia de Neuroblastoma pobremente diferenciado y en diferenciacion. (C y D) Expresion Inmunohistoquimica nuclear de pro-
teina MYCN en una seccion completa y en una matriz tisular. (E y F) Amplificacion de MYCN con técnica de FISH en forma de dobles minutos y HSR.

de 1p36 (n=6), no delecion de 1p36 (n=1) y desequilibrio Todas las anomalias genéticas diagnosticadas por
de 1p36 (n=1). Los datos clinicos, histopatologicos y de  FISH son confirmadas en los 24 casos analizados con la
ploidia relacionados con dichos grupos estan resumidos  técnica de CGH. La mayor parte de los casos (14/24) pre-
en la tabla 1. sentan asociados amplificacion o ganancia de MYCN,
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TABLA 1. Datos clinicos, histopatolégicos y genéticos de los 60 casos de NB-HR agrupados segun el estado de NMYC

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
(A) (NA) (&)
N.° pacientes 31 (11) 21 (7) 8 (6)
CLINICA Sexo Vardn 18 (7) 11(2) 3(2)
Hembra 13 (4) 10 (6) 6(4)
Edad > 1 afio 31 (1) 21 (7) 9 (6)
Media edad (meses) 31,71 (39,09) | 53,43 (51,57) | 41,75 (44,17)
Estadio 2,3 8 (4) 0 0
3 0 0 1
4 23 (7) 21 (7) 7 (6)
Localizacion Abdominal 28 (11) 18 (7) 6 (5
Pélvica 0 0 1(1)
Toracico-abdominal 0 0 1
Mixta 1 1 0
No valorable 2 2 0
Respuesta tto. inicial | Si 22 (10) 16 (6) 43
No 3(1) 3 (1) 303
No valorable 6 2(1) 1
Supervivencia Vivo (libre de enfermedad) 17 (5) 11 (2) 42
Vivo con recaida 0 5(2) 2(2)
Muerto por progresion/recaida 8(3) 4(2) 2(2)
Muerto x complicacion 6(3) 0 0
No valorable 0 1(1) 0
HISTOPATOLOGIA | % neuroblastos <10% 1 1 0
10-60% 15 (4) 13 (5) 303
>60% 14 (7) 7(2) 503)
No valorable 1 0 0
Categoria y grado NB indiferenciado 6(3) 5(2) 2(1)
NB en diferenciacion 0 1 0
NB pobremente diferenciado 17 (6) 6(4) 403
NB NOS + focos 1 5(1) 0
GNB en diferenciacion 0 4 1(1)
Metastasis ganglionares 1(1) 0 0
Metastasis MO 3 1 0
Metastasis inclasificables 2(1) 0 1(D)
MKI Alto 23 (8) 4(2) 4(4)
Intermedio 1 (D) 2(1) 0
Bajo 0 3(1) 1
No valorable 7(2) 12 (3) 3(2)
KI 67 Alto 24 (9) 5(2) 4(4)
Intermedio 0 0 0
Bajo 0 4(3) 1
No valorable 7(2) 12 (2) 3(2)
INPC Desfavorable 24 (9) 10 (5) 54
Favorable 0 5 1
No valorable 7(2) 6(2) 2(2)
GENETICA Ploidia Diploide/tetraploide 19 (8) 6(5) 54
Triploide 9(3) 9(2) 3(2)
No valorable 3 6 0
Fish Nmyc Amplificado 31 (11 0 0
No amplificado 0 21 (7) 0
Ganancia 0 0 5(6)
No valorable 0 0 0
Fish 1p36 Delecion 29 (10) 7(5) 6 (5
No delecion 2(1) 14 (2) 1
Desbalance 0 0 1(1)

(A): Amplificacion de NMYC, (NA): No Amplificacion de NMYC y (G): Ganancia de NMYC. Los numeros entre paréntesis corresponden a los
casos analizados también por CGH.
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delecion de 1p36 y ganancia del brazo q del cromosoma
17 o presencia de cromosoma 17 en disomia (fig. 2). En
la tabla 2 se presenta la asociacion de los grupos 1,2y 3
con los resultados de ploidia, nimero de desequilibrios
cromosomicos y alteraciones cromosdmicas presentes,

TABLAZ2. Datos de ploidia y desequilibrios cromosémicos
(de los cromosomas descritos en la literatura como
marcadores de posible valor pronéstico) de los 24
casos estudiados por CGH

GRUPO 1 | GRUPO 2 | GRUPO 3

(A) (NA) G)
N.? pacientes 11 7 6
PLOIDIA
2n/4n 8 5 4
3n 3 2 3
N.° desequilibrios numéricos 0,5 1,3 1,6
N.° desequilibrios estructurales 3,9 6,3 8,6
CROMOSOMA 1
Pérdida 1p 10 5 5
Ganancia 1p 0 3 1
CROMOSOMA 2
Amplificacion 2p24 11 0 0
Ganancia 2p 4 0 6
Ganancia 2 2 1 0
CROMOSOMA 3
Pérdida 3p 2 3 0
Pérdida 3 0 0 0
CROMOSOMA 4
Pérdida 4p 0 0 1
Pérdida 4 0 0 0
CROMOSOMA 7
Ganancia 7q 0 2 2
Ganancia 7 0 2 0
CROMOSOMA 9
Pérdida 9p 1 2 1
Pérdida 9 1 0 1
CROMOSOMA 11
Pérdida 11p 0 4 4
Pérdida 11 0 0 0
CROMOSOMA 14
Pérdida 14q 1 2 0
Pérdida 14 0 0 0
CROMOSOMA 17
Ganancia 17q 7 5 5
Ganancia 17 0 0 1
Disomia 4 2 0
CROMOSOMA 18
Ganancia 18q 0 1 2
Ganancia 18 0 1 1
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descritas en la literatura como marcadores de posible
valor pronostico), INPC y las caracteristicas clinicas.

La amplificacion del MYCN (tabla 2, figs. 3 y 4) pre-
sente en 11 casos se asocia a delecion de 1p36 (10/11) y
ganancia del brazo largo del cromosoma 17 (7/11) o cro-

No amplificacién MYCN

delecion 11q delecion 11q (n=2)

Delecion 1p36
1

‘ Deleci6n 11q (n=3)

Delecion 1p36 + delecién 11q

Amplificacién MYCN

Fig. 2: Relaciones entre MYCN, 1p36, cromosoma 17y 11q en los 24
casos analizados por CGH.
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Fig. 3: Resumen de perfiles de CGH de amplificaciones (barras verde
gruesas), ganancias (barras verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el
grupo de los casos con amplificacion de NMYC.
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Fig. 4: Perfil de CGH de un caso amplificado.
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Fig. 5: Resumen de perfiles de CGH de casos no amplificados (barras
verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el grupo de los casos sin
amplificacion de NMYC.
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Fig. 6: Perfil de CGH de un caso no amplificado.

mosoma 17 en disomia (4/11). La amplificacion de
MYCN (region 2p24) esta asociada a ganancia de otras
regiones del brazo corto del cromosoma 2 (p21-23) o
ganancia completa del cromosoma 2. La delecion de 1p
se limita a la regién 1p36 en un caso siendo en el resto
de casos la delecidon del brazo corto del cromosoma 1
mayor; en tres casos la delecion del brazo 1p es comple-
ta. Unicamente en un caso el cromosoma 1 esté sin dele-
cion. Estos casos MYCN amplificados (11/24) presentan
pocas ganancias y pérdidas completas cromosdmicas y
un nimero escaso de reestructuraciones parciales del res-
to de cromosomas (media de 3,9 reestructuraciones por
tumor). Un caso presenta delecion de 3p22 y en otro caso
se observa una delecién de 14q31 estando ausente en
todos los casos la delecion del brazo del cromosoma 11q.
Ocho de estos casos son diploides y tres triploides. Todos
los casos siguiendo la INPC presentan un histoprondsti-
co desfavorable y todos excepto uno presentan un alto
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MKI junto con una alta expresion de Ki67. La edad
media al diagnostico es de 39,09 meses. A pesar de que
todos los enfermos excepto 1 respondieron inicialmente
al tratamiento, fallecieron 5 enfermos por progresion y
uno por complicaciones.

La no amplificacion del MYCN (tabla 2, figs. 5y 6)
presente en 7 casos se asocia a delecion de 1p36 y a la
ganancia del brazo q del cromosoma 17 en 5/24 casos. La
delecion de 1p se limita en todos los casos a la region
1p36 asocidndose en tres casos a ganancias parciales de
regiones en 1q, un caso presenta una delecion intersticial
1p33-35 y otro caso presenta el brazo 1p integro. Las
ganancias y pérdidas cromosdmicas parciales son fre-
cuentes en estos casos sin amplificacion de MYCN
(media de 6,3 reestructuraciones por tumor), entre ellas la
delecion del 11q14-23 esta presente en 4 casos, en dos de
ellos asociada a delecién de 3p21 y en los otros dos casos
asociada a delecion 14q31. Un caso presenta delecion de
3p21 sin delecién de 11q. Cinco de estos casos son diploi-
des/tetraploides y dos triploides (ambos casos presentan
deleciéon de 11q). El histoprondstico en los cuatro casos
valorables es desfavorable aunque Gnicamente dos casos
presentan un alto MKI junto con una alta expresion de
Ki67. La edad media al diagndstico es de 51,57 meses.
Todos los enfermos excepto 1 respondieron inicialmente
al tratamiento falleciendo 2 enfermos por progresion. Dos
casos se encuentran en progresion de su enfermedad.

Por tltimo, la ganancia del MYCN (tabla 2, figs. 7y 8)
presente en 6 casos, se asocia a delecion de 1p36 y a
ganancia del brazo del cromosoma 17q en 5 casos; un
caso no presenta delecion de 1p36 sino desequilibrio de
1p36, estando en otro caso presente una ganancia com-
pleta del cromosoma 17. Cuatro casos presentan delecio-
nes en 11q sin estar asociada a delecion de 3p ni delecion
de 14q. Las ganancias y pérdidas cromosomicas parciales
son frecuentes en todos los casos con ganancia de MYCN
(media de 8,6 reestructuraciones por tumor). Cuatro de
estos casos son diploides/tetraploides y dos triploides
(uno de estos casos presenta delecion de 11q). El histo-
pronostico en los cuatro casos valorables es desfavorable
presentando un alto MKI junto con una alta expresion de
Ki67. La edad media al diagnostico se encuentra en 44,17
meses. Tres casos no responden al tratamiento, encon-
trandose en progresion de su enfermedad junto con un
cuarto enfermo que tras responder inicialmente al trata-
miento se encuentra en la misma situacion.

DISCUSION

La heterogeneidad clinica observada en los tumores
neuroblasticos se asocia a multiples factores biologicos,
fenotipicos y genotipicos cuyo analisis permite obtener
datos de importancia prondstica y que condicionan las
diferentes estrategias terapéuticas a usar en cada paciente.



Clésicamente, existen parametros clinicos de demos-
trado valor prondstico como son la edad del nifio y el
estadio tumoral localizado o avanzado en el momento del
diagndstico de la enfermedad neoplasica.

La tipificacion histologica de las categorias tumora-
les en base a criterios morfoldgicos como la diferencia-
cion y el indice mitosis cariorrexis, ha sido demostrada
por Shimada y cols y Joshi y cols (4-9). En nuestro tra-
bajo confirmamos el valor histoprondstico de la clasifi-
cacion INPC propuesta por Shimada y mas aun demos-
tramos que al menos en los neuroblastomas localizados
es el marcador prondstico mas importante y que va a
condicionar la estrategia terapéutica en los casos de reci-
diva en los neuroblastomas localizados (Protocolo Euro-
peo LNESG?2, en curso).

La amplificacion del oncogén NMYC es otro de los
paradmetros biologicos asociados a progresion de enferme-
dad, estadios avanzados y por tanto pronostico desfavora-
ble. Su determinacién por métodos de genética molecular
es necesaria en todos los protocolos cooperativos de trata-
miento oncologico. En nuestro trabajo hemos confirmado
la frecuencia en que aparece esta alteracion genética (20%)
y su asociacion a otros factores de pronostico desfavorable.
Un dato interesante que hemos estudiado es la deteccion de
secuencias de ADN NMYC en el suero de pacientes con
amplificacion asi como el valor de su deteccion para pre-
decir con antelacion las recidivas en estos pacientes (47).

El valor pronostico de la deteccion del contenido de
ADN o ploidia ha sido demostrado en nifios menores de
un afno (16). En nuestro trabajo, hemos observado una
relacion entre los casos triploides y el histoprondstico
favorable, comparado con casos diploides y tetraploides
que presentan una evolucion desfavorable.

La clasificacion de riesgo dentro del NB se apoya
actualmente en la histopatologia y en la determinacion
de escasos factores clinicos y bioldgicos (1,34). A pesar
de que la estratificacion en base a estos riesgos ha per-
mitido una marcada mejora terapéutica, los datos sugie-
ren un hipotético modelo donde el estadio final del NB
es predeterminado en el momento que adquiere unos
cambios genéticos especificos, por lo que otro objetivo
principal en nuestro estudio es la prediccion mas precisa
del comportamiento de la enfermedad y de la valoracién
del riesgo de cada paciente al diagnéstico en base a cam-
bios genéticos especificos, en el grupo de tumores neu-
roblasticos desfavorables de estadio avanzado (NB-HR).

Utilizando la técnica del FISH y de citometria estati-
ca hemos observado, en consonancia con estudios pre-
vios, que los 60 tumores neuroblasticos desfavorables de
estadio avanzado recibidos en un periodo de tres afios en
el Centro de Referencia Nacional, son tumores en pro-
gresion con caracteristicas genéticas heterogéneas. Por
este motivo, nos planteamos aplicar la CGH metafésica,
a un pequefio grupo de estos tumores para valorar la
posibilidad de detectar nuevas diferencias genéticas,
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Fig. 7: Resumen de perfiles de CGH de casos con ganancia (barras
verde finas), y pérdidas (barras rojas) en el grupo de los casos sin
amplificacion de NMYC.
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Fig. 8: Perfil de CGH de un caso con ganancia.

definir subtipos tumorales basados en estratificacion
genética y por tanto aplicar al diagnostico de forma
amplia esta técnica en el Centro de Referencia.

Con el método de CGH se obtiene una vision global o
perfil genémico de la heterogeneidad genética y de las
interrelaciones de sus desequilibrios (48,49). Con el uso
del analisis de CGH metafasico se detectan nuevas altera-
ciones genéticas, a pesar de que esta técnica tiene un limi-
te de resolucion de 10-20 Mb (50-53). Subdividiendo los
tumores Unicamente segun el estatus de MYCN, observa-
mos que la ganancia del brazo largo del cromosoma 17 es
la anomalia mas frecuente compartida por los tres sub-
grupos seguida por la delecion de 1p36. Recientemente
Vandesompele y cols. (29) han detectado que en los
tumores neuroblasticos favorables, la presencia del cro-
mosoma 17 en disomia representa un signo de alto riesgo
equiparable a la ganancia de 17q; por esta razén hemos
englobado este dato en nuestro estudio junto con la
ganancia de 17q. Estos hallazgos han sido descritos con
alta frecuencia en los NB-HR pero no han sido utilizados

Rev Esp Patol 2007, Vol 40, n.° 2: 79-90 87



Navarro S, Llombart-Bosch A, Pellin A, Burgués O, Ruiz A, Piqueras M, Noguera R

todavia en grandes estudios cooperativos para conocer
cual es su valor prondstico real (27,28). Asimismo, en los
grupos de MYCN no amplificado y ganancia de MYCN
hemos observado tumores que presentan en comun la pér-
dida del brazo largo del cromosoma 11, hallazgo no pre-
sente en el grupo de tumores con amplificacion de
MYCN. Debido a que los estudios realizados mediante las
técnicas de CGH metafasica y micro-matrices de CGH
con BAC, cDNA u oligonucledtidos que pueden detectar
alteraciones genéticas y de expresion con una mayor reso-
lucion, estan permitiendo la identificacion en NB de
patrones de expresién génica correlacionadas con des-
equilibrios genéticos especificos, en particular con la pér-
dida del cromosoma 11q (51-54), consideramos esta alte-
racion como identificativa de un subgrupo tumoral. Asi,
en nuestro estudio podemos diferenciar dos grupos gené-
ticos claros: el grupo 1 de tumores MYCN amplificados y
el grupo 2 de tumores con del 11q.

El grupo 1 lo identificamos y definimos por la pre-
sencia de amplificacion de MYCN no habiendo otros
hallazgos genéticos especificos. Estos casos presentan
muy pocas alteraciones gendmicas, indicando que la
amplificacion de MYCN es suficiente para determinar en
estos tumores un fenotipo agresivo, aunque ocurren otros
cambios genéticos, incluidos la pérdida de 1p36 y la
ganancia del 17q. La delecion 1p asociada a la amplifi-
cacion de MYCN afecta, en los diferentes tumores, a
regiones amplias de dicho brazo cromosdmico teniendo
como consecuencia la pérdida de multiples genes. Se
observa asi mismo la integridad del brazo largo del cro-
mosoma 11. Dentro de los NB-HR los pacientes de este
grupo presentaban una media de edad al diagndstico
menor (39,09 meses) y progresan rapidamente.

El grupo 2 presenta mayor nimero de anormalidades
estructurales, estando presente la delecion 11q. Estos
casos estan incluidos tanto en el grupo MYCN no amplifi-
cado como en el grupo de ganancia de MYCN. Se han
identificado genes cuyos patrones de expresion se correla-
cionan con la pérdida de 11q, apoyando el concepto de que
la pérdida del 11q representa a un subtipo genético distin-
to dentro de los neuroblastomas. Por tanto consideramos
que los tumores con la pérdida del cromosoma 11q forman
un subgrupo diferenciado de tumores que a su vez pueden
o0 no presentar asociada la ganancia del MYCN, pérdida del
1p, 3p o del 14q. Los tumores incluidos en este subgrupo
crecen mas despacio, siendo la media de edad al diagnos-
tico mayor (52 meses) y por tanto acumulan mayor nime-
ro de anormalidades genéticas secundarias, presumible-
mente por el tiempo mas largo de evolucion.

El grupo de tumores que no presentan amplificacion
de MYCN ni delecién del 11q sigue siendo un grupo
genéticamente heterogéneo en donde no hemos podido
detectar con la técnica de CGH metafasica anomalias
comunes identificativas aunque si estan presentes la
ganancia del 17q y/o el cromosoma 17 en disomia.
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CONCLUSIONES

Concluimos que el estudio histopatoldgico siguiendo
la clasificacion INPC es un factor de primer orden no
solo necesario para el diagndstico sino también para la
estratificacion terapéutica, especialmente en los casos de
neuroblastoma localizado (56-57).

El estatus de NMYC debe ser determinado en todos
los casos, pues condiciona la decision terapéutica. La
metodologia recomendada en todos los protocolos coo-
perativos multinacionales es el FISH.

El estudio de la ploidia por citometria estatica aporta
informacion relacionada con el histopronoéstico favorable
o desfavorable.

El estudio genémico de ganancias y pérdidas cromo-
somicas aporta informaciéon prondstica y abre nuevas
vias para el estudio de la génesis y progresion tumoral de
los tumores neuroblasticos.

Como conclusion final, nuestro grupo ha identificado,
utilizando la CGH metafasica, dos grupos genéticos dife-
renciados que pueden tener implicaciones diagnésticas y
terapéuticas importantes. A pesar de tratarse de un reducido
numero de casos analizados y con un corto periodo de
seguimiento, ha sido posible definir cambios genéticos aso-
ciados a los distintos subgrupos de pacientes. Estos resulta-
dos ponen de manifiesto la necesidad de aplicar estas técni-
cas como complemento a las pruebas diagnosticas actuales.
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