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Neuroblastoma y citometria de flujo multiparamétrica, una
nueva y posible herramienta diagndstica. Caso clinico
Multi-parametric Flow Cytometry for Neuroblastoma, a new and possible

diagnostic tool. Case report

Biogq. Belén Manrique®, Dra. Jessica Lopez Martic, Dr. Walter Cacciavillano®y Dr. Jorge Rossi*

RESUMEN

El neuroblastoma es el tumor sélido pediatrico extracraneal
mas frecuente, que representa un 5,6% segtn el Registro On-
copediétrico Hospitalario Argentino. Se requieren, para su
diagnostico, varios métodos complementarios (radiolégicos,
bioldgicos y bioquimicos), entre los que la citometria de flujo
multiparamétrica (CFM) surge con un potencial rol, atin no
explorado. La CFM es una metodologia que permite obtener
informacién sobre el tamafo, la complejidad y la expresién
antigénica de la célula mediante el uso de un laser y anticuer-
pos monoclonales fluorescentes. Existe un creciente niimero
de trabajos en la literatura que dan cuenta de la relevancia de
la aplicacién de la CFM en el diagnéstico y seguimiento de tu-
mores so6lidos. El objetivo de esta presentacién es destacar el
rol fundamental que tuvo la CFM en el caso de una paciente
con neuroblastoma, en la cual un diagndstico precoz permi-
ti6 administrar rapidamente un adecuado tratamiento inicial.
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ABSTRACT

Neuroblastoma is the most frequent extracranial solid tumor
in childhood, representing 5.6% according to the “Registro
Oncopediétrico Hospitalario Argentino”. For its diagnosis,
several complementary methods (radiological, biological and
biochemical) are required, and Multi-parametric Flow Cytom-
etry (MFC) arises as a potential diagnostic method, despite not
having been so far extensively explored. MFC is a method that
allows to obtain several information about size, internal com-
plexity and antigenic expression by the use of a laser and fluo-
rescent monoclonal antibodies. There is an increasing number
of reportsin the literature which reveal the importance of using
MFC for diagnosis and monitoring of solid tumors. The aim
in this presentation is to highlight the fundamental role that
MFC had in the case of a patient affected by neuroblastoma,
in whom an early diagnosis using this methodology allowed
prompt administration of adequate treatment.
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INTRODUCCION

El neuroblastoma es el tumor sélido extracra-
neal mas frecuente en pediatria, que representa
un 5,6% de todos los casos de tumores malignos
pediatricos en Argentina segtin datos del Registro
Oncopediatrico Hospitalario Argentino (ROHA),
resultados 2000-2008.

Este tumor se origina a partir de células de la
cresta neural y se localiza, mds frecuentemente, a
nivel abdominal y en las glandulas adrenales, pe-
ro también puede presentarse en el cuello, el térax
y la pelvis. La presentacién clinica mas habitual
es la presencia de masa tumoral. El prondstico es
variable y depende de varios factores, tales como
la edad de presentacion, el subtipo histolégico, la
presencia o ausencia de factores biol6gicos (am-
plificacién de oncogén n-myec, alteraciones cro-
mosdmicas: delecién del 1p, 11q, entre otras). Los
neuroblastomas diseminados diagnosticados des-
pués del afio de edad son siempre muy agresivos,
con prondstico de sobrevida desfavorable.

El neuroblastoma requiere, para su diagnos-
tico, varios métodos complementarios (radiol6-
gicos, bioldgicos y bioquimicos). La citometria
de flujo multiparamétrica (CFM) se ha usado,
sobre todo, para el diagndstico y el seguimien-
to de neoplasias hematopoyéticas y, en tumores
no hematopoyéticos (tumores solidos), se ha li-
mitado, principalmente, a la determinacién de
indice de acido desoxirribonucleico (ADN) con
fines prondsticos, sin explorar con claridad atin
su potencial aplicacion con fines diagndsticos.
Esta metodologia permite, mediante el uso de un
laser y anticuerpos monoclonales fluorescentes,
detectar caracteristicas celulares, como tamarfio,
complejidad y expresién antigénica. Debido a la
disponibilidad de nuevos marcadores celulares y
a la capacidad de esta metodologia de identificar
células tumorales en forma rapida, aun en mues-
tras de escasa celularidad con alta sensibilidad,
la CFM surge como una potencial herramienta
diagnodstica también en el area de tumores no he-
matopoyéticos.!

Una publicacién reciente evalué por CFM un
panel de marcadores para screening diagnoéstico
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y posterior clasificacién de diferentes tipos de
tumores sélidos pediatricos, con el objetivo de
establecer un diagnéstico diferencial entre mues-
tras infiltradas por células tumorales y muestras
reactivas, neoplasias hematoldgicas versus no
hematolégicas y subclasificacion de los tumo-
res s6lidos.?

La CFM presenta la ventaja de proveer resul-
tados inmediatos, con la posterior correlacién
con el estudio anatomopatolégico, relevante en
casos en que el estado clinico de los pacientes
requiera la administracion de un tratamiento de
forma inmediata.

En el presente articulo, presentamos un caso
clinico en el que tuvo relevancia diagnéstica el
resultado obtenido por CEM.

PRESENTACION CLINICA
Paciente de 9 meses de edad, que ingreso el
29/09/13 a nuestro hospital derivada desde otra

institucién por un tumor cervical de tres semanas
de evolucién con rapido crecimiento en los dias
previos a la consulta. El diagnéstico presuntivo
inicial fue de leucemia aguda sobre la base del
informe de puncién-aspiracion de médula 6sea
(PAMO), que notificaba una poblacién del 62%
de blastos de aspecto mieloide en el centro que
derivo6 a la paciente. Al momento del ingreso, se
constaté gran dificultad respiratoria secundaria a
la compresion mecéanica del tumor, por lo que se
realizé una intubacién endotraqueal. Se solicitd
una nueva PAMO para corroborar los resultados
antes de comenzar un tratamiento.

Se analiz6 la muestra de médula 6sea por
CFM, y se realiz6 la marcacién con un panel de
anticuerpos, que permiti6 descartar la presencia
de una leucemia aguda y detectar una poblacién
de alrededor del 47% de células, que presenté el
siguiente perfil de expresién antigénico: CD45-,
CD56+ y CD90+ (coexpresion), el cual orient6 a

FiGura 1. Marcacion de médula ésea por citometria de flujo multiparamétrica
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Muestra de médula 6sea del 29/9/13 analizada por citometria de flujo multiparamétrica. Se observa una poblacién que cae en la
region linfomonocitica segtin el tamafio y la complejidad (R2). Analizando particularmente la poblacién R2 en el grafico de CD56
(PE) vs. CD45 (PerCp), se observa que la poblacién seleccionada no expresa CD45 y si expresa CD56. Analizando la poblacién
R2 en el gréfico de CD90 (FITC) vs. CD45 (PerCp), se observa que la poblacion seleccionada expresa CD90. La poblacion tiene,
entonces, el siguiente fenotipo de expresion: CD45-/CD56+/CD90+ y representa un 47% de la poblacién total de la médula 6sea.
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células tumorales de origen no hematopoyético
(Figura 1). Teniendo en cuenta estos resultados, se
evalud la expresion de GD2 por microscopia 6pti-
ca, utilizando una técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFI), que arroj6 un resultado intensa-
mente positivo (Figura 2). Estos informes alertaron
rapido a los oncdlogos y permitieron descartar el
diagndstico de leucemia aguda y orientarlo al de
neuroblastoma.

Debido a la gravedad del cuadro, y con la alta
sospecha de neuroblastoma, se decidié comenzar
quimioterapia con 6,6 mg/kg/dia de carboplatino
y 5 mg/kg/dia de etopdsido por tres dias, como
tratamiento inicial.

Posteriormente, se efectud la estadificacion de
la paciente con estudios complementarios: tomo-
grafia axial computada y centellograma con me-
taiodobencilguanidina.

El dia 16/10/13, se realiz6 la biopsia de la tu-
moracién, cuyo informe de Anatomia Patologica
fue de neuroblastoma pobremente diferenciado,
con indice de mitosis cariorrexis mayor del 4%,
lo que se tradujo en una histologia desfavorable.
Se evidencid, por hibridacién fluorescente in situ
(fluorescent in situ hybridization; FISH, por sus si-
glas en inglés) de interfase, amplificacion del on-
cogén n-myc y delecién 1p36.

FIGURA 2. Marcacién de GD2 por inmunofluorescencia
indirecta

GD2 por inmunofluorescencia indirecta de microscopia éptica
realizado en médula 6sea. Se observan células sueltas y en
rosetas, caracteristicas del neuroblastoma, con una positividad
intensa y continua a lo largo de toda la membrana plasmatica
celular. Serealizé mediante una marcaciénindirecta, utilizando
como anticuerpo primario un antigangliésido (3F8) y, como
anticuerpo secundario, un anti-ratén marcado conisotiocianato
de fluoresceina.

Se clasifico a la paciente como de alto riesgo
por lo siguiente: menor de 18 meses, estadio M
segtn el International Neuroblastoma Risk Group
Staging System (INRGSS),? histologia desfavora-
ble, amplificacién del oncogén n-myc y 1p36 de-
lecionado.

Luego del ciclo inicial, la paciente continué el
tratamiento con quimioterapia combinada inten-
siva. Fue refractaria a él y falleci6 como conse-
cuencia de la progresion de la enfermedad a los 6
meses del diagndstico.

DISCUSION

El neuroblastoma es el tumor sélido extracra-
neal mas frecuente en pediatria. Esta neoplasia se
origina a partir de células de la cresta neural. Se
localiza, mas frecuentemente, a nivel abdominal
(glandulas adrenales), pero puede tener otras lo-
calizaciones, como el cuello, el térax y la pelvis.
El pronéstico es variable y depende de varios fac-
tores, como la edad de presentacion, el subtipo
histolégico y la presencia o ausencia de factores
biolégicos (amplificacion de oncogén n-myc, de-
lecién 1p36 y 11q, entre otras).

La evolucién clinica del neuroblastoma tam-
bién es variable: puede presentar regresiones es-
pontaneas, diferenciacion a componente maduro,
responder, progresar o ser refractario a los trata-
mientos convencionales.

El neuroblastoma es clasificado en bajo, inter-
medio y alto grado segtin la edad de presentacién,
la localizacién, los hallazgos radiolégicos, los fac-
tores bioldgicos y la patologia.® Los pacientes ca-
racterizados como de riesgo bajo e intermedio
tienen muy buen pronéstico al ser tratados con
quimioterapia, cirugia, radioterapia. En los pa-
cientes de alto riesgo, que son aquellos mayores
de 18 meses que presentan enfermedad metastasi-
ca o con amplificacién del oncogén n-myc, el enfo-
que de tratamiento es multimodal: quimioterapia
en dosis convencionales o altas, cirugia, radiote-
rapia, mantenimiento con acido retinoico y/o in-
munoterapia. A pesar de la intensificaciéon de los
tratamientos, el pronéstico sigue siendo malo, con
sobrevidas menores del 40%.* Los nifios con este
tipo de presentacién constituyen el mayor grupo
dentro de los pacientes con diagnéstico de neu-
roblastoma. Mientras que la mitad de los casos
se presentan con enfermedad localizada y tienen
altas chances curativas, el restante 50% de los pa-
cientes se presentan con enfermedad diseminada
y tienen un pronéstico de sobrevida desfavorable
(excepto para los pacientes menores de 18 meses).

El diagnostico precoz en Oncologia es muy
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importante, ya que determina la decisién tera-
péutica inicial.

En el dltimo tiempo, el conocimiento de bio-
marcadores en el cancer se ha incrementado drés-
ticamente y ha generado nuevas herramientas
para mejorar el manejo de los pacientes median-
te el aumento de la eficiencia de deteccién y, por
ende, la eficacia del tratamiento.

El uso de la CFM en neoplasias se ha expan-
dido de modo sustancial en los tltimos afios.
Durante mucho tiempo, fue utilizada en la defi-
nicién de los perfiles antigénicos de leucemias y
linfomas para establecer el linaje y estadio madu-
rativo de los blastos, informacion crucial para su
tratamiento. Luego, se incorporé a los protocolos
de tratamiento la determinacién de la enfermedad
minima residual (EMR) y se establecieron grupos
de riesgo mads precisos para los pacientes, lo que,
finalmente, redundé en una mejor sobrevida.®

En la actualidad, hay evidencia de la utilidad de
la CFM en neuroblastomas tanto para el diagnés-
tico y la evaluacién de la enfermedad diseminada
en médula dsea como para el seguimiento de la en-
fermedad y la respuesta al tratamiento mediante la
busqueda de EMR en médula dsea, a través de la
combinacién de marcadores adecuados.®”

Se sabe que el perfil de expresion antigénica
del neuroblastoma es CD45-/CD56+/CD81+/
CD9+/CD90+/GD2+.2

En el presente caso, la deteccion del tumor s6-
lido por CFM comenz¢ por la visualizacién de
una poblacién CD45 negativa, debido a que este
antigeno se expresa en células de origen hema-
topoyético y no en tumores no hematopoyéticos.

De los marcadores evaluados hasta ahora en
los tumores sélidos, el CD56 es el més investiga-
do. A pesar de que la mayoria de estos tumores
lo expresan, la intensidad con que lo hacen es di-
ferente entre ellos. Los neuroblastomas y los tu-
mores neuroectodérmicos primitivos (primitive
neuroectodermal tumor; PNET, por sus siglas en
inglés) expresan los niveles més altos de CD56.

El GD2 es un disialogangliésido que se expre-
sa en células de origen neuroectodérmico, por lo
tanto, su expresion esta asociada al neuroblasto-
ma y al PNET. La expresiéon de GD2 en el neuro-
blastoma es caracteristicamente intensa.

El CD90 es un antigeno marcador de stem cell
like y de células en proliferacién y también estd
asociada su expresion al neuroblastoma.

CONCLUSION

En resumen, en el campo de los tumores so6li-
dos, la CEM podraé constituir una metodologia que
posibilitara obtener resultados que orienten rapi-
damente un diagnoéstico e iniciar un tratamiento
adecuado en forma precoz. La evaluacion de la
presencia de infiltraciéon tumoral en médula 6sea
al momento del diagndstico ayudara a definir la
estadificacion inicial y, durante el tratamiento, po-
dra definir, junto con otros métodos, la respuesta
a este, a través de la evaluacion de la enfermedad
minima residual o la deteccién de recaida de la en-
fermedad de base. Nuevos estudios en una cohor-
te prospectiva de pacientes con tumores sélidos
pediatricos son necesarios para establecer defini-
tivamente el aporte de esta metodologia e incluir-
la como una de las herramientas diagnosticas y de
seguimiento en tumores s6lidos. B
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