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ABREVIATURAS Y SIGLAS

A: Adrenalina.

ACTH: Hormona adrenocorticotropa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
AVM: Acido vanilmandélico.

CMT: Carcinoma medular de tiroides.

Coc. 4¢/S:  Cociente entre el porcentaje de células en la region 4c y en fase S.
CV: Coeficiente de variacion.

DI: Indice de ADN.

ENA: Enolasa neuronal especifica.

FE: Feocromocitoma extra-adrenal.

FS: Feocromocitoma suprarrenal.

HM.S.: Hiperplasia medular suprarrenal .

HTA: Hipertension arterial.

HV: Acido homovanilico.

IP: Indice de proliferacion.

M.E.N.: Sindromes de neoplasias endocrinas multiples.
NA: Noradrenalina.

NCI: National Cancer Institute.

PAE: Paragangliomas aortosimpaticos extra-adrenales.
PCC: Paragangliomas del cuerpo carotideo.

PEA: Paraganglios extra-adrenales aortosimpaticos.
PSA: Paragangliomas simpatoadrenales

PY: Paraganglioma yugulo-timpanico.

SNSA: Sistema neuroendocrino simpatoadrenal.

TAP: Tejido adiposo pardo.

VIP: Péptido intestinal vasoactivo.
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L. SISTEMA PARAGANGLIONAR: CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

El sistema paragangh'onér es un componente importante del sistema neuroendocrino
difuso, que incluye elementos del sistema nervioso central y periférico. Dicho sistema
deriva de una célula progenitora de la cresta neural con capacidad para originar también
otros tipos celulares como células parafoliculares del tiroides y melanocitos. El sistema
paraganglionar puede ser dividido en: 1- La médula suprarrenal, 6rgano neuroendocrino
inervado por el sistema ortosimpatico, y 2- El sistema paraganglionar extraadrenal. Este
segundo sistema, mas disperso, puede a su vez ser dividido en dos componentes: 2a-
El asociado al sistema ortosimpatico de las regiones toracica, paraaortica y abdominal,
funcionalmente relacionado con la médula suprarrenal y 2b- El relacionado con el
sistema parasimpatico de funciones receptoras aferentes (1).

Anatémicamente, y de acuerdo con Glenner y Grimley (2) , el sistema
paraganglionar puede ser dividido en: 1- Branquiomérico que incluye los paraganglios
carotideo, yugulotimpanico, subclavio, laringeo, coronario, aértico-pulmonar y
orbitario; 2- Intravagal; y 3- Aortosimpatico asociado al sistema ortosimpatico,
fundamentalmente axial y que se extiende desde el arco adrtico a la vejiga urinaria,
incluyendo los o6rganos de Zuckerkandl. Los tumores originados de los paraganglios
branquiomérico e intravagal se consideran generalmente cromafin-negativos, mientras
que los derivados de los paraganglios aortosimpaticos con frecuencia son positivos para
la reaccidén cromafin y secretan catecolaminas, de forma similar a los tumores
homologos de la médula.

El 4cido crémico, presente en algunos fijadores como el de Zenker, oxida las
catecolaminas e indolaminas, adquiriendo los tumores que la contienen una coloracion
mas oscura (reaccidon cromafin). Sin embargo, dicha reaccion no siempre es fiable y no

expresa la actividad funcional puesto que algunos tumores que almacenan
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catecolaminas (aunque no la segregan) son positivos. Por tales motivos la clasificacion
de los tumores del sistema paraganglionar en funcion de la reaccion cromafiin tiene
escaso valor practico y no es utilizada de forma rutinaria.

El sistema neuroendocrino simpatoadrenal es un complejo integrado por el sistema
nervioso simpatico, con neuronas postganglionares que median respuestas efectoras a
través de la noradrenalina y la médula suprarrenal que sintetiza y segrega catecolaminas
(3).

La nomenclatura aplicada a los tumores del sistema paraganglionar (incluyendo
médula suprarrenal) ha sido con frecuencia confusa. En sentido estricto, el término
feocromocitoma queda restringido a los tumores derivados de la médula suprarrenal,
recibiendo el nombre genérico de paraganglioma los tumores que se originan de los
paraganglios, s1 bien se suele completar con la localizacién. No obstante, existen
evidencias embrioldgicas, clinicas, morfolégicas y bioldgicas que asemejan los
feocromocitomas (adrenales) con los tumores derivados de los paraganglios
aortosimpaticos, por lo que ambos tumores se pueden englobar bajo la denominacién
de feocromocitomas simpatoadrenales. Igualmente, los tumores originados de los
paraganglios parasimpéticos, dada la funcién quimiorreceptora del 6rgano en que
asientan, se han denominado quemodectomas.

En el presente estudio utilizaremos la denominacién de paragangliomas
simpatoadrenales (PSA) para referimos a los tumores objeto de este estudio
(feocromocitomas suprarrenales y paragangliomas aortosimpaticos, es decir, del

sistema neuroendocrino simpatoadrenal).

II. SISTEMA SIMPATOADRENAL: RECUERDO ANATOMICO E
HISTOFISIOLOGICO
A) Médula suprarrenal

Las glandulas suprarrenales en el hombre son 2 (derecha e izquierda), de forma
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vagamente triangular y algo aplanadas y estan englobadas en el tejido adiposo
retroperitoneal sobre el polo superior de cada rifion. Miden aproximadamente 5x3x
menos de 1 cm y ambas en conjunto pesan unos 15 gr. Tanto el peso como el tamafio
pueden variar mucho segin la edad y estado fisiologico de cada persona. (4)

Aunque la corteza es de origen mesodérmico, la médula deriva de la cresta neural.
En el adulto, la médula ocupa del 8 al 10% del volumen de la glandula con un peso
medio d 0,44 gr. La mayor parte de la médula suprarrenal se sitia en la cabeza de la
glandula. El cuerpo de la misma contiene células medulares dentro de su cresta y
habitualmente dentro de una de las regiones alares. La cola de la glandula no contiene
tejido medular, excepto en casos de hiperplasia. Las células cromafines se hallan
tipicamente dispuestas en pequefios nidos y cordones separados por una rica red
capilar. Algunas de las células, especialmente las situados en areas yuxtacorticales,
pueden presentar nucleos agrandados e hipercromaticos. La frecuencia de estos nticleos
bizarros parece aumentar con la edad. Ademas las células medulares pueden contener
globulos hialinos intracitoplasmicos PAS-positivos.

A nivel ultraestructural, la caracteristica mas significativa es la presencia de
granulos secretores provistos de membrana donde se almacenan catecolaminas y otros
productos. Los granulos de noradrenalina contienen un centro muy denso separado de
la membrana limitante por un espacio licido irregular. Los granulos de adrenalina
tienen un centro menos denso y mas proximo a la membrana. Ocasionalmente se
observan pseudoinclusiones intranucleares que representan invaginaciones del
citoplasma en el nucleo.

Un pequefio nimero de células ganglionares también se hallan presentes en la
medula. Ademas, en la médula de la mayoria de los mamiferos puede observarse un
tipo celular denominado pequefia célula intesamente fluorescente (SIF cell) que
pudieran actuar de interneuronas.

El contenido de catecolaminas puede demostrarse por diferentes técnicas, siendo
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la mas conocida la reaccion cromafin. Ademas, las catecolaminas y los enzimas que
mtervienen en su sintesis pueden ser visualizados por técnicas inmunohistoquimicas.
Las células medulares también contienen otras sustancias como enolasa neuronal
especifica, cromogranina, cromomembrina, sinaptofisina y péptidos reguladores.

El precursor de las catecolaminas es la tirosina, transformada secuencialmente en
DOPA, dopamina, noradrenalina y adrenalina. La mas abundante en la médula es la
adrenalina, que regula la actividad de muchas células y tejidos provistos de receptores
especificos (5).

B) Paraganglios aortosimpaticos extraadrenales. (PEA) (3)

1) Distribucion: los PEA son habitualmente estructuras diminutas sélo reconocibles
con ¢l uso del microscopio. Una excepcion son algunos de los paraganglios descritos
por Zuckerkandl en 1901 en fetos y recién nacidos v situados a ambos lados de la aorta
entre la mesentérica superior y la bifurcacién aértica. Los PEA se distribuyen a todo
lo largo del eje paraadrtico y paravertebral, de forma paralela a la distribucion del
sistema nervioso simpatico, asi como en proximidad a determinadas visceras como la
vejiga urinaria o el corazon. En la experiencia de Zuckerkandl la longitud media del
cuerpo adrtico derecho fue de 11,6 mm y del izquierdo 8,8mm.

2) Histologia:(1) Los PEA constan de células principales (tipo ) dispuestas en nidos
compactos (“Zellballen”) junto a un 2° tipo celular (tipo II sustentaculares). Estas
ultimas son homologas a las células satélites de los ganglios autonomicos y de dificil
identificacion con HE. Se localizan en la periferia de los nidos de células principales
y constan de un nucleo pequefio, ovalado o lenticular. Las células principales son
poliédricas y con citoplasma palido con frecuente vacuolizacion. El nicleo es esférico
u oval normocromatico y con nucléolo tinico vy pequefio. Pueden hallarse en relacion
con células ganglionares o pequefios nervios.

3) Caracteres ultraestructurales (1) e inmunohistoquimicos (3): Las células

principales contienen granulos de neurosecrecion de 100 a 200 nm. Carecen de
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desmosomas aunque pueden observarse pequeiias uniones primitivas. Las células
sustentaculares son fusiformes y con abundantes procesos citoplasmicos que rodean
a las células tipo I. Las células principales son positivas para cromogranina A y B,
sinaptofisina, ENE. Las células sustentaculares son positivas con S-100.

4) Fisiologia:(3) La noradrenalina es la catecolamina predominante, agente presor
mas potente que la adrenalina. Se postula que los 6rganos de Zuckerkandl en el recién
nacido y en el feto pueden ayudar a mantener el tono vascular. Posteriormente, esta
funcion es gradualmente asumida por la médula suprarrrenal y un sistema nervioso
simpatico mas maduro.

III. HIPERPLASIA MEDULAR SUPRARRENAL (H.M.S.)
A)Forma esporadica

La hiperplasia medular suprarrenal HM.S. ha sido descrita normalmente en
humanos pero, a diferencia de la hiperplasia que se produce en pacientes con
sindromes de neoplasias endocrinas multiples (M.E.N.) tipos 2a y 2b, no ha sido
universalmente aceptada como una entidad clinico patoldgica distintiva (6).

Hay sin embargo una evidencia creciente acerca de que la H.M.S. existe como
una entidad distintiva particularmente cuando los rigidos criterios morfologicos son
considerados en estrecha correlacion con parametros bioquimicos asi como signos y
sintomas clinicos. Utilizando los criterios histofisiologicos bosquejados por Dlaut(7),
los cuatro siguientes signos fueron utilizados para caracterizar una hiperfuncion de la
médula adrenal: (1) dilatacion de los sinusoides con hinchazén del endotelio (2),
dilatacion de los canales de secrecién intratrabeculares e intercelulares (3) la presencia
de vacuolas dentro de las células medulares y de glébulos de secrecion en los canales
y (4) agradamiento de células y nucleos con formacién de células gigantes. Utilizando
estos criterios, una "alta actividad" de la médula adrenal fue detectada en autopsias de
pacientes con patologia cerebral, diabetes, obesidad, y tirotoxicosis, y existen

resultados que apoyaron la idea de que la hiperfuncién de la médula desempefia un
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papel primario en la hipertension(8)

La HM.S. ha sido descrita en pacientes con signos y sintomas de
feocromocitoma, como hipertension paroxistica (o mantenida), cefalea, palpitaciones,
y diaforesis pero en los que tras la cirugia no existe evidencia de un tumor funcionante
adrenal (o extra adrenal)(9) .Esta condicion entra por tanto en el diagnostico diferencial
del "pseudofeocromocitoma” (ver mas adelante). La mayoria de estos casos (o todos)
de HM.S. carecen de una historia familiar para MEN tipos 2a y 2b. La elevacion
urinaria de catecolaminas o sus metabolitos ha sido usualmente documentada en los
casos esporadicos de H.M.S. descritos hasta la fecha, y algunos piensan que la
existencia de un aumento en la excrecion urinaria de catecolaminas o metanefrinas es
un prerrequisito para un diagnostico que conlleva un procedimiento quirirgico de la
magnitud de una suprarrenalectomia unilateral(11). Muchos de estos pacientes con
H.M.S. esporéadica han sido curados o han visto disminuidos sus sintomas tras la
reseccion quirtirgica de una o ambas glandulas suprarrenales.

La HM.S. ha sido descrita en pacientes con fibrosis quistica. En un estudio
sobre cuarenta y nueve casos de autopsias realizado por Bongiovanni (12) los seis
pacientes con fibrosis quistica presentaron HMS. Estas glandulas suprarrenales también
presentaron unos niveles de catecolaminas muy elevados (principalmente epinefrina)
tras ser analizadas cuantitativamente. Un aumento en la "masa" de células cromafines
de la médula suprarrenal ha sido descrito en victimas del sindrome de la muerte stbita
del lactante y se ha asociado con un engrosamiento de la masa muscular de pequeiias
arterias pulmonares, retencion anomala de grasa parda y hematopoyesis extra medular,
hechos que han sido utilizados para sustentar una hipoventilacién alveolar crénica(12).
Algunos estudios han sugerido que las células cromafines adultas (6rganos de
Zuckerkandl) en humanos podrian secretar catecolaminas en respuesta a la hipoxemia
y la hiperplasia corticomedular suprarrenal ha sido descrita en ratas expuestas a

hipobarismos equivalentes a una altitud de cinco mil quinientos metros(14). La
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hiperplasia medular en la hipoxemia cronica presumiblemente refleja unas necesidades
de catecolaminas incrementadas de forma continua, y no implica necesariamente una
funcion quimiorreceptora directa.

La H.M.S. también ha sido descrita en el sindrome de Beckwith-Wiedemann
(S.B.W.) que se caracteriza por exonfalos, macroglosia, gigantismo ("Emg sindrome”),
visceromegalia, hipoglucemia neonatal y citomegalia de la zona fetal o provisional de
la corteza suprarrenal(15). E1 S B.W. ocurre aproximadamente en uno de cada trece mil
nacimientos y la mayoria de los casos citados en la literatura (alrededor del 85%) son
esporadicos. En esta enfermedad las glandulas suprarrenales se hayan aumentadas de
tamafio, con un peso conjunto superior a los dieciséis gramos. En un estudio realizado
por Beckwith, cinco de seis nifios con S.B.W. tenian HM.S., y en un caso de autopsia
se refiere "hiperplasia definida" de los paraganglios yuxtagonadales, periadrenales y
preadrticos. Existe una asociacion entre S.B.W. y el desarrollo de diversos tumores
malignos, usualmente tumor de Wylms o carcinoma cortical suprarrenal, pero al menos

un ejemplo de feocromocitoma clinicamente maligno ha sido dsecrito(16).

B)Forma familiar

La hiperplasia medular suprarrenal (H.M.S.) ha sido descrita de forma mas
convincente como una entidad patoloégica en sindromes de neoplasias endocrinas
multiples (M.E.N.) tipo 2a y 2b, donde ha sido considerado como un precursor de
feocromocitomas(17-19). Como ya ha sido sefialado la H.M.S. puede asociarse con el
sindrome de Beckwith-Wiedemann el cual también puede producirse en un contexto
familiar, sugiriendo un patrén de herencia mendeliana. El sindrome M.E.N. tipo 2a
presenta un modo de transmision autosomico dominante con expresividad variable, y
el sindrome M.E.N. 2b también puede tener un patrén de transmision similar, aunque
una proporcion de casos parecen ser esporadicos. Los pacientes con M.E.N. 2 pueden

presentar patologia medular suprarrenal moderadamente avanzada pero sin evidencia
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clinica de enfermedad y resultados de laboratorio variables(19). Una de las
manifestaciones mas precoces de la hiperfuncion medular suprarrenal en este sindrome
es una elevacion en el cociente de epinefrina/nor epinefrina en orina(18). El contenido
suprarrenal de catecolaminas en H.M.S. también se halla elevado, particularmente la
epinefrina(17). Una vez realizado el diagnostico de enfermedad medular suprarrenal
en un paciente con M.E.N. 2, algunos autores han recomendado la suprarrenalectomia
total bilateral(19). Existen otros contextos familiares en los que aparecen
feocromocitomas como la enfermedad de von Recklinghausen, pero la lesion o lesiones

precursoras no han sido tan bien caracterizadas como en el sindrome M.EN. 2 .

C) PATOLOGIA DE LA H.M.S.

La correcta 1dentificacion de la HM.S. depende de la rigurosa aplicacion de
criterios morfométricos, particularmente en aquellos casos donde las alteraciones
morfoldgicas son sutiles. Particularmente en los casos poco acusados es necesario la
biseccion del tejido conectivo y grasa periadrenal, la orientacién de las glandulas, la
seccion a estrechos intervalos en planos transversales, y la evaluacion cuantitativa o
semi cuantitativa de la cantidad de tejido medular en las diferentes regiones de la
glandula. La hiperplasia medular nodular y difusa es considerada como un precursor
de los feocromocitomas en sindromes M.E.N.2 | y la afectacién de las glandulas
suprarrenales puede ser simétrica o asimétrica .En una pequefia minoria de pacientes
las glandulas pueden ser normales(19). En un estudio de las glandulas suprarrenales de
19 pacientes con M.LENN. 2 (6 seis tenian M.E.N. 2b), catorce tenian afectacion
simétrica (feocromocitoma multinodular, hiperplasia medular nodular y/o difusa ,0
normal), cuatro tenian afectacion asimétrica, y en un paciente los cambios fueron
unilaterales(20). La distincion de la H.M.S. nodular o difusa del feocromocitoma es
arbitraria,y la diferenciacion de un pequefio feocromocitoma de una hiperplasia nodular

puede ser muy dificil. Sherwin (20) habia reclasificado varios feocromocitomas como
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hiperplasia nodular basandose en la ausencia de una clara delimitacion y la falta de una
compresién clara de la glandula circundante. Datos procedentes del estudio realizado
por De Lellis(18) sugieren que los feocromocitomas nodulares y multicéntricos son en
realidad un grado extremo de hiperplasia nodular de la médula suprarrenal. Carney (19)
adopto el limite de 1cm para distinguir entre HM.S. y feocromocitoma (es decir,
nédulos mayores de 1cm eran designados como feocromocitoma y nddulos menores
de lcm eran designados como H.M.S.). Esta arbitraria designacion fue elegida
basandose en el extremo inferior del rango de tamafio de los feocromocitomas recogido
por Karsner en el fasciculo del Instituto de Patologia de las fuerzas armadas de 1950
(21). Los nodulos de la H.M.S. pueden variar en coloracion y textura siendo unos
palidos carnosos y otros marrones. En ocasiones puede existir un gran nédulo
dominante, o el nodulo puede estar aparentemente formado por la coalescencia de otros
nddulos mas pequetios.

En el examen con bajos aumentos de la HM.S. en sindromes M.EN.2, a
menudo se observa un patron combinado, nodular y difuso, de expansion del
compartimento medular con compresion de la corteza o médula adyacente .Puede
existir un crecimiento nodular expansivo con distorsion y adelgazamiento de la corteza
, u observarse un cuadro mas complicado con nédulos emergiendo en un contexto de
H.M.S. difusa o nodulos que se desarrollan dentro de otros nodulos, sugiriendo la
existencia de multiples clones diferentes de células cromafines proliferantes. Este hecho
culmina en feocromocitomas de gran tamafio bilaterales (mas del 50%), y
multilobulados que son tan caracteristicos de los sindromes M.E.N.2. La hiperplasia
difusa puede representar la contrapartida morfologica mas precoz de la hipersecrecion
de catecolaminas seguida por la hiperplasia nodular. La presencia de glébulos hialinos
parece ser bastante frecuente en HM.S. en sindromes M.E.N. 2 y algunos parecen
encontrarse en el espacio extracelular. También pueden existir gran niimero de células

granulares o extensamente vacuoladas (18). En ambos casos parecen representar una
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actividad secretora aumentada. Puede existir igualmente una gran variacion en el
tamafio y forma nucleares. En uno de los estudios se encontraron nucleos con
diametros superiores a las 50 micras junto con hipercromasia; nucleos gigantes a
menudo eran evidentes en el area yuxtacortical (18). También pueden identificarse
figuras mitoticas aunque estas no son frecuentes. Puede observarse un espectro de
patrones arquitecturales dentro de la misma glandula o de la glandula contralateral y
que reflejan los diferentes patrones del feocromocitoma, como trabecular, alveolar o
solido , e incluso una configuracién fusocelular.

IV) CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PSA:

A) Feocromocitomas suprarrenales.

Los feocromocitomas son neoplasias relativamente raras que se originan en las
células cromafines de la médula suprarrenal y pueden afectar a individuos de todas las
edades, aunque tipicamente lo hacen en la edad adulta. Estas neoplasias pueden
ocasionar una serie de sintomas y signos derivados de la cantidad y patrén de secrecion
de catecolaminas y pueden suponer una seria amenaza para el paciente; en el otro
extremo estos tumores pueden ser clinicamente silentes y ser descubiertos en el curso
de una intervencién quirurgica por otra causa o ser detectados durante la autopsia.

1)FEOCROMOCITOMAS. CONTEXTO HISTORICO (6)

En 1886 Félix Frankel describi¢ el caso de una mujer de 18 afios que sufria de
paroxismos de palpitaciones, ansiedad, vértigo y dolor de cabeza que posteriormente
se acompafiaron de vomitos y alteraciones en la temperatura, pulso y respiracion; la
paciente muri6 al décimo dia de hospitalizacion, y la autopsia realizada demostré un
tumor suprarrenal bilateral, del tamafio de un puiio en el lado izquierdo y del tamafio
de una avellana en el lado derecho. El tumor fue clasificado como un angiosarcoma
debido a su gran vascularizacion, aunque fue asumido que el tumor se originaba en la
médula de la glandula. Esta es la primera descripcion clara de los signos y sintomas

atribuibles a un feocromocitoma clinicamente funcionante. Labbé refirié el caso de un
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paciente con paroxismos de hipertension asociados a un feocromocitoma encontrado
durante la autopsia, pero en esta época no se sabia mucho acerca de la médula
suprarrenal y 1a epinefrina. El término "feocromocitoma” ( phaios: "de color pardo u
oscuro") fue propuesto en 1912 por Ludwig Pick (phaochromocytom) para designar
los paragangliomas de la médula suprarrenal (y extraadrenales) que daban la
caracteristica reaccion cromafin. .Charles Mayo fue el primero en extirpar con éxito un
feocromocitoma en los E.E.U.U. Clinica Mayo el 11 de octubre de 1926; la paciente,
madre Joachim, una monja catolica murio seis afos después de que muriera Mayo en
1938. El tumor midi6 4°6 cm y estaba situado en el lado medial del rindn izquierdo. De
acuerdo con van Heerden, fue diagnosticado como "neoplasia retroperitoneal
encapsulada fibrosa celular, maligna”. En una revision del material, fue considerado
como un feocromocitoma tipico con tejido cortical suprarrenal adherido(22). El
vemnticinco de febrero de 1926 siete meses antes de la intervencion en la Clinica Mayo,

César Roux de Lausanne, resecd con éxito un feocromocitoma (22).

LA REACCION CROMAFIN

La reaccion cromafin depende de la oxidacion de las catecolaminas en presencia
de fijadores que tienen dicromato formandose pigmentos adrenocromos. Esta reaccion
fue descrita en 1865 (23) y ha sido a veces descrita como la "cromorreaccion de
Henle"; Sherwin y Rosen (24) atribuyen a Joesteu una descripcién previa de la
cromoreaccion en 1864. Basandose en trabajos previos de otros autores, Sherwin (25)
refiere que la responsable de la coloraciéon marrén oscura de la reaccion es la epinefrina
mientras que la norepinefrina oxidada es amarillento marrén y puede no ser de valor
diagnostico. Aproximadamente un tercio de todos los feocromocitomas estudiados por
Sherwin (25) dieron una aceptable reaccion cromafin en los cinco a quince primeros
minutos, siendo la solucion de Zenker la mas efectiva para producir un color mas

oscuro. La cromorreaccion macroscopica fue considerada como la prueba Ginica de
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mayor valor para el diagnostico patologico de feocromocitoma (24), y de hecho
Karsner (21) sostenia que un diagnostico de feocromocitoma no era valido sin una
reaccion cromafin positiva. En los casos estudiados en el National Cancer Institute
(NCI) la reaccion cromafin fue positiva para casi todos los paragangliomas
simpatoadrenales en los que se habria realizado una correcta fijacion del tejido ; la
reaccion cromafin también puede observarse microscopicamente pero puede resultar
mas débil o desaparecer en su totalidad debido a la extraccion del agua después de
fijacion prolongada y el procesado de rutina (26).Las reacciones cromafines sustitutivas
son relativamente inespecificas. Mientras que la reaccion cromafin pudo ser de utilidad
diagnostica en el pasado actualmente tiene un interés principalmente histérico con la

aparicion de tecnologias mas moderas y sofisticadas.

2)INCIDENCIA, LATERALIDAD Y OTRAS CARACTERISTICAS

los feocromocitomas son tumores muy infrecuentes en la patologia quirtirgica
general. La tasa de incidencia para feocromocitomas en E.E.U.U. en 1983 fue de 8 por
1 millén de personas- afio (27); con la inclusién de dos casos familiares adicionales, la
tasa de incidencia fue de 9°5 por un millén de personas-afio. Algunos autores han
sugerido que por cada feocromocitoma diagnosticado en vida, dos seran encontrados
incidentalmente en la autopsia, En el hospital Henry Ford antes de 1962, el 53% de los
feocromocitomas no fueron diagnosticados antes de la intervencidn quirtirgica o la
autopsia, mientras que solo el 18% de los tumores permanecieron clinicamente
insospechados desde 1962 (28). En una revision de 54 casos de autopsia de
feocromocitomas en la Clinica Mayo, sélo el 24% de los tumores habian sido
diagnosticados correctamente en vida mientras que el 76% no habian sido sospechados
clinicamente; los resultados de este estudio arrojan serias dudas sobre la tesis de que
la mayoria de los tumores no eran funcionantes dado que el 75% de los pacientes en

este ultimo grupo habian muerto siibitamente ya sea de infarto de miocardio o de
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accidente cerebrovascular, produciéndose un tercio de las muertes subitas durante o
inmediatamente después de un procedimiento quirtirgico no relacionado (29) . En otro
estudio al menos un tercio de los feocromocitomas, no fueron diagnosticados en vida
(30). En Suecia la tasa de incidencia anual media fue de 2°1 caso por millon de
habitantes por afio (31) , mientras que en Dinamarca fue de 1’9 por millén (32). Los
feocromocitomas son incluso menos frecuentes en la infancia tal y como ha sido puesto
de manifiesto por dos revisiones diferentes de la literatura (1960 y 1963) que detectaron
menos de 100 casos en el grupo de edad pediatrica. Los feocromocitomas han sido
descritos como el "tumor del 10%" (10% bilateral, 10% extraadrenal, 10% maligno,
10% en la infancia ) pero esto es solo una aproximacion y debe ser atemperado con
factores tales como, la localizacion del tumor, edad del grupo y la presencia o ausencia
de casos familiares. En un contexto esporadico en adultos aproximadamente el 95% de
los feocromocitomas son solitarios, el 5% bilaterales y el 5-10% extraadrenales . Tres
de los seis pacientes con feocromocitomas bilaterales descritos por ReMine(33) tenian
una historia familiar (probablemente MEN 2a), vy si estos casos son excluidos,
solamente el 2'2% de los tumores son bilaterales. En la serie de Modlin (30) el 8% de
los tumores suprarrenales fueron bilaterales v el 8% fueron de localizacion
extraadrenal. Ninguno de los pacientes tenian historia familiar de feocromcitoma. En
una serie de 138 pacientes de feocromocitoma de la Clinica Mayo, el 10% de los
tumores fueron extraadrenales (33), en contraste con posteriores series ( van Heerden)
(34) en las que el 19% fueron extradrenales. Scott (35) también refirié que el 6'8% de
los feocromocitomas fueron bilaterales y que habia un aumento de la incidencia de
tumores extraadrenales (16%). En un contexto familiar mas del 50% de los tumores
fueron bilaterales. En la infancia hay un aumento en la incidencia de bilateralidad asi
como de multicentricidad y localizacion extraadrenal. En una revision de Hume (61),
el 24% de los tumores fueron bilaterales, el 15% multiples, y el 15% extradrenales.

Stackbole(137) refirio que el 20% de los feocromocitomas suprarrenales fueron
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bilaterales.

El pico de incidencia se halla en la quinta década de la vida (33,34,36) , pero el
rango de edad es muy amplio y va desde pocos meses de vida hasta 1a novena década.
Los casos familiares tienden a ser diagnosticados en edades mas precoces (37). La
mayoria de las series indican una igual incidencia en ambos sexos pero existen estudios
que favorecen ligeramente a los pacientes del sexo femenino (31,33,34,38), mientras
que otros favorecen al sexo masculino (30) . En algunas de las series mas amplias la
glandula suprarrenal derecha se halla afecta con una frecuencia superior a la de la
1zquierda y quizas esto refleje la mayor cantidad de tejido cromoafin presente en este

lado.

3)PATRONES DE SECRECION DE CATECOLAMINAS
Los tumores secretores de norepinefrina normalmente se asocian con hipertension
mantenida mientras que los tumores que secretan cantidades relativamente elevadas de
epinefrina junto con norepinefrina se asocian con hipertension episodica (39).Los
tumores productores puros de epinefrina pueden causar hipotension mas que
hipertension (39) y pueden requerir una medicion precisa de la excrecion de epinefrina,
especialmente pacientes con MEN tipo 2 (40). En algunos pacientes normotensivos y
con feocromocitoma, el tumor ( con frecuencia extraadrenal), ha secretado
principalmente dopamina, presumiblemente debido a una menor actividad de la
dopamina beta hidroxilasa, y algunos autores han sugerido que este perfil puede ser un
marcador de malignidad (41).
4)PATOLOGIA DEL FEOCROMOCITOMA ESPORADICO(6)
Macroscopia: los feocromocitomas esporadicos usualmente se presentan
como una masa unicéntrica esférica u oval con distorsion macroscopica de la
morfologia de la glandula la cual es a menudo identificable como un remanente. El

tumor con frecuencia se halla muy bien circunscrito y puede mostrar una
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pseudocapsula fibrosa a cuya formacion en ocasiones contribuye la propia capsula
suprarrenal asi como los tejidos conectivos comprimidos. Aunque la mayoria de los
feocromocitomas tienen un diametro de 3 a 5cm (2), existe un rango bastante amplio
en tamafio oscilando de 1 a 10cm e incluso mas (21). El peso medio del tumor también
varia refiriéndose en las grandes series pesos de 73, 85, 90, 113y 156 gr (25,33,36,42).
El peso medio de los tumores clinicamente malignos tiende a ser mayor que el de
aquellos feocromocitomas benignos (176, 383 v 759 gr ) (33,36,42). |

El origen exacto del tumor dentro de la gléﬁdula suprarrenal es dificicil de
determinar en piezas quirurgicas de reseccion. Dada la concentracion de tejido
cromafin en el cuerpo y cabeza de la glandula seria esperable una mayor frecuencia en
este area, pero en la mayoria de los casos es imposible establecerlo con certeza. Al
corte, el tumor habitualmente se halla muy bien delimitado , es de consistencia elastica
firme y presenta una superficie brillante, gris-blanquecina que puede mostrar escasas
areas moteadas (congestion o hemorragia). Habitualmente puede ser identificado un
remanente de la glandula suprarrenal en la periferia, pero esta puede quedar reducida
a un estrecho ribete amarillento sobre parte de la superficie de los tumores mas
grandes.

Una de las caracteristicas mas notables de los feocromocitomas es la variabilidad
en los patrones de cogestion o hemorragia confluente. En uno de sus extremos puede
dar lugar a un patron moteado o punteado y en el otro puede dar lugar a una apariencia
difusamente hemorragica. A veces pueden ser atribuidas a cogestion pasiva,
manipulacién mecanica durante la intervencion quirurgica. En algunos tumores la
superficie de corte puede oscurecerse ligeramente después de su exposicion al aire
debido a la oxidacién de las catecolaminas, y las soluciones de formalina pueden
adoptar un color opalescente debido a las catecolaminas disueltas (26).En algunos de
los tumores pueden observarse alteraciones degenerativas secundarias como

hemorragia y necrosis, y algunos tumores sufren cambios quisticos. Los cambios
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degenerativos son mas intensos en las areas centrales del tumor, lo cual es consistente
con una etiologia isquemica. El contenido de las zonas quisticas puede ser escaso y
pardo-rojizo o semejar un hematoma. En el grado mas extremo de quistificacion puede
resultar dificil l1a identificaciéon de remanentes del tumor.Algunos feocromocitomas
pueden presentar calcificaciones.

Los feocromocitomas también pueden hallarse adheridos a estructuras adyacentes
como el rifén e higado, dificultando su extirpacion quirtirgica. La invasion franca de
los tejidos adyacentes puede ser un indicador de malignidad. El feocromocitoma rara
vez puede extenderse al interior de la vena cava inferior (43,44) e incluso a la auricula
derecha (45). En varios de los casos descritos, el curso fue favorable ,a pesar de la
extension intracaval. En algunos casos la afectacion de grandes vasos tales como la
vena cava puede asociarse con recidiva local (43).

Patologia microscopica
a) Patrones arquitecturales

De forma no infrecuente puede hallarse una mezcla de varios patrones dentro
del mismo tumor. En un estudio de 98 paragangliomas simpatoadrenales, en su mayor
parte feocromocitomas, 35 mostraban mezcla de patrones trabecular y
alveolar(36%),34 presentaban un patron alveolar (35%) y 26 tenian una disposicion
trabecular de sus células; tan solo 2 tumores exhibian un patron predominantemente
solido o difuso (42). En una pequefia minoria de tumores puede verse un patrén
fusocelular usualmente en distribucion focal y no como un componente predominante
del tumo. En estos focos de configuracion fusocelular el nicleo también puede hallarse
algo elongado en el mismo eje que la célula. ReMine refirié un patron fusocelular en
el 2% de los casos (33).En el estudio realizado por Medeiros (36). el patron trabecular
fue el mas frecﬁente(’59%), seguido por el alveolar y el difuso (36).0Otros autores
describen patrones "epitelial” y "pleomérfico” (33).El patron trabecular se halla

constituido por cortos cordones celulares anastomosados, disposicion arquitectural que
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resulta mds evidente en preparaciones tefiidas con técnicas para reticulina .El patrén
alveolar puede simular en ocasiones a los tumores del cuerpo carotideo, pero en
general las caracteristicas citoarquitecturales suelen permitir la distincion entre ambos
tipos de tumores. Los nidos de células tumorales pueden variar considerablemente en
tamaflo y aunque raramente, se puede observar degeneracion central .En ocasiones se
puede observar una disposicion mas solida o difusa de las células ya sea de forma focal
o difusa .

La union o interfase entre el feocromocitoma y la corteza adyacente puede ser
irregular con una pseudocapsula fibrosa comprimida o bien presentar un contorno
redondeado u ondulante sin la existencia de tejido conectivo fibroso interpuesto. El
examen cuidadoso de dichas zonas puede revelar un entremezclamiento de células
corticales con células tumorales del feocromocitoma.En muchos casos esta
configuracion habla en contra de una encapsulacion fibrosa completa del tumor. En
algunos casos las caracteristicas citoarquitecturales son muy similares a las de la
corteza adyacente. Esta semejanza citoarquitectural entre algunos feocromocitomas
y neoplasias corticales suprarrenales puede ocasionar confusion € incluso errores
diagnoésticos ; para realizar el diagnéstico diferencial pueden ser necesarias técnicas
especiales.

b) Alteraciones estromales. En los feocromocitomas pueden observarse
alteraciones en el tejido conectivo de sostén y en la trama vascular pero estas son
caracteristicamente focales y restringidas en cuanto a su distribucion anatémica. Con
frecuencia las alteraciones se sithian mas centralmente y pueden asociarse con
degeneracion quistica. La esclerosis puede asociarse con proliferacion vascular,
determinando un patron angiomatoso con prominencia de las células endoteliales. Las
neoplasias vasculares pueden asentar primariamente en la glandula suprarrenal
(hemangiomas e incluso angiosarcomas) (46). Han sido descritos feocromocitomas con

caracteristicas angiomatosas (47). El edema junto con la dilatacion de los espacios



Introduccién 19

perivasculares y sinusoidales puede originar cierta atenuacién y distorsién de los
cordones celulares anastomosados,pero el muestreo en areas solidas mejor conservadas
del tumor deberia disipar cualquier duda diagndstica. Un hecho que puede ser
observado en algunos feocromocitomas es la presencia de material proteinaceo
eosinofilo similar al coloide .Esto generalmente se observa en pequefios lugares
separados por finos septos fibrovasculares que a veces contienen escasas células
tumorales reconocibles. A menudo en el borde de estos lagos proteinaceos existen
vacuolas claras. La presencia de espacios sinusoidales muy abiertos puede dar lugar a
un patrén de gruesas trabéculas, el cual no es infrecuehte en los carcinomas corticales
suprarrenales y puede originar confusion diagnéstica. Este hecho junto con la presencia
de pleomorfismo nuclear puede provocar un diagnostico erréneo. Como ya fue
sefialado previamente en casos aislados puede ser muy dificil distinguir un
feocromocitoma de una neoplasia cortical suprarrenal (48). La presencia de congestién
o hemorragia puede originar una distorsién de la arquitectura determinando un patron
pseudopapilar.

En algunos de los feocromocitomas la esclerosis estromal puede resultar bastante
intensa y parecerse al amiloide .En un estidio reciente la presencia de amiloide ha sido
identificada en 14 de 20 feocromocitomas(70%) y en 2/3 de los casos fue considerado
abundante (49). En otro estudio 2 de 5 feocromocitomas fueron considerados positivos
para amiloide con la tincion de rojo congo (36). En un caso familiar de feocromocitoma
asociado a carcinoma medular de tiroides, Palollan (50) refiere la presencia de amiloide
en un feocromocitoma metastdsico y sefialan la gran semejanza morfoldgica entre este
tumor y el carcinoma medular de tiroides . Este caso subraya un hecho importante:que
el carcinoma medular de tiroides metastésico puede semejar un paraganglioma y que
este tumor puede incluso metastatizar dentro de un feocromocitoma. Las metéstasis

intratumorales de este tipo son raras pero han sido descritas en pacientes con sindromes

MEN tipo 2 (30).
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¢) Morfologia celular. El citoplasma de las células tumorales a menudo es
eosindfilo y finamente granular pero puede ser basofilo, a veces con diminutos granulos
puntiformes que apenas entran en la capacidad de resolucién de los objetivos de inmer-
s16n. Los bordes celulares pueden ser poligonales y nitidos en algunos tumores. A
veces el citoplasma de las células se halla groseramente vacuolado y en algunos casos
semejan " pseudoacinos”, tal y como puede observarse en paragangliomas del tipo de
los del cuerpo carotideo.En microscopia optica puede existir cierta variabilidad en la
intensidad de tincion del citoplasma de las células lo cual sugiere la existencia de una
poblacion dimorfa con tipos celulares "claros” y "oscuros", pero el significado de este
hallazgo es desconocido. La presencia de "pseudoinclusiones” nucleares ha sido
descrita en aproximadamente un tercio de los feocromocitomas estudiados por
Medeiros et al (36) y tipicamente se muestran como estructuras redondeadas u ovales
muy bien delimitadas que habitualmente contienen citoplasma de similares
caracteristicas tintoriales a las del resto de la célula. Mediante estudios
ultraestructurales se demostrado que estas corresponden a invaginaciones del
citoplasma celular(51) y reflejan irregularidades en el contorno de la membrana nuclear
que no pueden ser apreciadas cuando son vistas de frente.

En algunos tumores puede existir un grado bastante intenso de pleomorfismo
nuclear e hipercromasia y a veces puede resultar un hecho espectacular. Fn varios
estudios recientes la atipia nuclear o el pleomorfismo result ser de poco o ningtn valor
para predecir el comportamiento bioldgico.

En algunos feocromocitomas pueden encontrarse globulos hialinos
intracitoplasmicos que tipicamente son PAS positivos y resistentes a la predigestion con
diastasa. Estos globulos pueden ser ligeramente refractiles, pero no son birrefringentes
y resultan idénticos a aquellos que pueden ser vistos en células cromafines normales
de la médula suprarrenal (52). A veces parecen hallarse en una situacion extracelular

pero este hecho se corresponde probablemente con un artefacto. Estos globulos fueron



Introduccién 21

encontrados en aproximadamente un tercio de los casos estudiados por Medeiros (36).
En el estudio realizado por Linnoila (42) sobre paragangliomas simpatoadrenales estos
glébulos fueron encontrados en 38 de 64 tumores benignos y sélo en 8 de 34 tumores
malignos, una diferencia que fue estadisticamente significativa. Los globulos hialinos
pueden ser numerosos pero usualmente son relativamente infrecuentes, y en algunos
casos es necesaria una busqueda prolongada para encontrarlos.

Se ha pensado que se hallan relacionados de alguna manera con la actividad secretora,
pero su significado funcional no esta claro. (53)Aunque los globulos hialinos se asocian
caracteristicamente con los feocromocitomas, también pueden ser encontrados en una
pequetia proporcion de neoplasias corticales suprarrenales, lo cual supone otro punto
de confusion en el diagnostico diferencial de estos tumores. En un estudio sobre 30
neoplasias corticales suprarrenales en el grupo de edad adolescente y pediatrico, la
presencia de globulos hialinos intracitoplasmicos fue identificada en 3 tumores (dos
carcinomas y un adenoma, 10%)(54). Los globulos hialinos han sido inducidos
experimentalmente en la corteza suprarrenal de las ratas mediante la administracion de
metilandrostenodiol y se ha demostrado que contienen una mezcla de proteinas
plasmiticas, incluyendo albimina (55). Cuando estos globulos se hallan presentes en
un tumor cortical suprarrenal de patron alveolar y con deplecion del contenido lipidico
de sus células, pueden existir problemas para llegar al diagnostico corecto.

Para algunos autores el citoplasma celular puede llegar a ser tan intensamente
eosindfilo y abundante, que el tumor puede adoptar caracteristicas oncociticas , lo cual
también puede remedar una neoplasia cortical suprarrenal (56, 57). La acumulacion
de lipidos se considera como un fenémeno degenerativo, y la inmunotincién para
marcadores neurales, tales como la enolasa neuronal especifica y cromogranina ayuda
en el diagnostico diferencial. Los feocromocitomas (y paragangliomas extraadrenales)
pueden contener elementos que semejen células ganglionares o neuronales con

polaridad nuclear, con prolongaciones celulares, e incluso un material basofilico
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finamente granular en la periferia del citoplasima que semeja a la sustancia de Nissl.
Células con esta morfologia fueron detectadas en 2 de 34 paragangliomas
simpatoadrenales malignos y en 14 de 64 tumores benignos (42). Como apunte final,
los paragangliomas simpatoadrenales tipicamente contienen abundantes células de
citoplasma argirdfilo , lo cual puede acentuar la disposicion trabecular o alveolar de
las células. La especificidad de las tinciones de argirofilia para granulos de
neurosecrecion ha sido demostrada ultraestructuralmente para la tincién de Grimelius.
Una caracteristica mas infrecuente de los feocromocitomas, es la presencia de un
pigmento similar a la melanina.

d) Tejido adiposo pardo periadrenal. Un aumento en la prevalencia de grasa
parda periadrenal fue descrita por Melicow (58) en asociacion con los feocromocitomas
(16 de 18 casos desde 1953). Una revision de feocromocitomas previamente extirpados
mostrd grasa parda solamente en un caso, pero la grasa periadrenal no habia sido
incluida para el estudio (58). Una cantidad significativa de tejido adiposo pardo
periadrenal (TAP) fue visto por Sherwin (25) en aproximadamente el 50% de todos los
feocromocitomas estudiados. Medeiros et al (36) observaron TAP en 44 de 60
feocromocitomas(73%) ,y solamente en el 30% de los casos de una poblacién control
sin feocromocitoma se observo grasa parda. La transformacion de la grasa periadrenal
en tejido adiposo pardo ,asi como en otras localizaciones mds generalizadas, ha sido
descrito y se ha sugerido que las catecolaminas pueden representar un papel
significativo en este proceso (59). En presencia de altos niveles circulantes de norepine-
frina se asume que la grasa intra abdominal de los humanos(incluyendo la grasa del
omento) se reactiva y esto puede dar lugar a la pérdida de peso que se aprecia en
pacientes con feocromocitoma (59). Las alteraciones histolégicas del tejido adiposo
periadrenal también han sido sefialadas en animales de experimentacion con
feocromocitoma (50) asi como en animales expuestos a epinefrina y norepinefrina a

dosis crecientes.
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La produccidn de calor debida al desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa ha
sido propuesta como el mecanismo causante de la fiebre que algunos pacientes con
feocromocitoma experimentan. Tras la extirpacion del feocromocitoma la fiebre puede
desaparecer debido un descenso de la hiperactividad adrenérgica(61). En un estudio en
el que se utilizd como grupo control las autopsias médicolegales ,se compard la
presencia de TAP periadrenal con pacientes portadores de feocromocitoma. La
prevalencia de TAP fue de aproximadamente el 51% en el grupo control y del 53% en
los feocromocitomas (62).Se necesita una evaluacion cuantitativa mas critica para

resolver definitivamente este hallazgo .

5) ANOMALIAS ASOCIADAS

Los feocromocitomas han sido descritos en asociacion con displasia arterial
fibromuscular afectando a vasos renales(63) o con una distribuciéon multifocal mas
amplia (64). Estos tumores han sido descritos en asociacion con estenosis de la arteria
renal,lo cual en la mayoria de los casos ha sido atribuido a vasoespasmo inducido por
las catecolaminas, compresion de la arteria por el tumor,o0 artricesclerosis (63) .
Algunos autores especulan con que el aumento en los niveles de catecolaminas podria
causar alteraciones morfologicas comparables a las de la displasia fibromuscular debido
vaespasmo de los vasa vasorum,pero la baja frecuencia global de esta afeccion vascular
en los pacientes con feocromocitoma parece contradecir esta interpretacion (63).
También se ha observado hemorragia espontanea del feocromocitoma al interior del
retroperitoneo(65) asi como su asociacion con mltiples aneurismas intracraneales (66).
Algunos pacientes con feocromocitoma presentan cardiomiopatia asociada a
catecolaminas con arritmias, fallo cardiaco,e incluso muerte stbita (67).Van Vliet (67)
encontro lesiones miocardicas focales diseminadas en 15 de 26 pacientes con
feocromocitoma en el examen postmortem .Las lesiones descritas como "miocarditis

activa por catecolaminas” consistenen degeneracion y necrosis focal de fibras con
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inflamacion hallandose con mayor frecuencia en los 2/3 internos del miocardio
ventricular izquierdo (67). La excesiva estimulacion de receptores beta parece ser de
importancia en la patogénesis de la cardiomiopatia por catecolaminas en ratas, mientras
que los receptores alfa parecen desempeiiar un papel de menor importancia (68). La
patologia de la enfermedad cardiaca inducida por cocaina es muy similar a la que se ve
en pacientes con feocromocitomas (69). Otras alteraciones asociadas con el
feocromocitoma incluyen colelitiasis (23% de los pacientes descritos por ReMine (33),
displasia fibrosa, (70) y una serie de anormalidades constitucionales y
metabdlicas.Recientemente han sido descritos dos pacientes con feocromocitoma y
timoma concurrente (71).

6)FEOCROMOCITOMA FAMILIAR(6)

los feocromocitomas familiares suponen aproximadamente el 10% de los casos
(72), pero la incidencia varia dependiendo de las series examinadas, el patron de
referencia y otros factores. Un muestreo de las series publicadas revela la siguiente
incidencia de feocromocitomas familiares: 5% (cuatro pacientes con sindrome MEN
tipo 2a, 3 con enfermedad de Von Recklinghausen) (33), 7% (tres con enfermedad de
Von Recklinghausen, 1 con enfermedad de Von Hippel- Lindau) (36), 11% (nueve con
sindrome MEN tipo 2a, 3 con sindromes MEN tipo 2b) (34),en comparacion con la
incidencia muy alta de feocromocitoma familiar descrita en otra serie: 46% (37). Es
importante recordar que los feocromocitomas pueden producirse en un contexto
familiar sin que existan asociadas otras alteraciones (72). Como regla general la edad
media en el momento del diagndstico es menor en los casos familiares comparado con
los feocromocitomas esporadicos (37).

a) Sindromes de neoplasias endocrinas miltiples (MEN)(6)

Sipple en 1961 refiri6 un aumento significativo de la incidencia de carcinoma

de tiroides en pacientes con feocromocitomas. En una revision de 537 casos de

feocromocitomas descritos en la literatura, el 5% presentaban tumores malignos de
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otros 6rganos, suponiendo el carcinoma de tiroides el 22%, una incidencia muy
superior a la esperable.). Simultaneamente, en el mismo afio, Williams en Gales, y
Schimke y Hartmann en los Estados Unidos refirieron que el tumor tiroideo era el
carcinoma medular de tiroides (CMT). También fue sefialado que el hipertiroidismo era
un transtorno endocrino asociado y que el complejo era hereditario. La hiperplasia de
células C fue presentada como la lesion precursora del CMT en este contexto familiar
(73). Williams vy Pollock describieron los caracteristicos” neuromas” de la mucosa oral
en 2 pacientes con feocromocitoma y ganglioneuromatosis del tracto gastrointestinal
y consideraron esta asociacion como una entidad clinicopatologica. Ljungberg ha
considerado esta asociacion de CMT y feocromocitoma como una cromafinomatosis
familiar.

En 1953 fueron descritos adenomas endocrinos multiples con afectacion de
glandulas paratiroides, hipdfisis, e islotes pancreaticos y en los afos siguientes los
aspectos genéticos para el sindrome MEN tipo 1 fueron descritos por Wermer tomando
este sindrome su nombre (Sindrome de Wermer). El sindrome MEN tipo 1 se transmite
de forma dominante con penetrancia incompleta y se halla constituido por tumores o
hiperplasia que afectan a las gladulas paratiroides: 87% (74) a 95% (75)), islotes
pancreaticos: 70% (75) a 81% (74), e hipofisis 40% (75) a 54%(74), corteza
suprarrenal (nddulos y/o adenomas) (36%) (74), tiroides y otros tumores endocrinos
tales como tumores carcinoides del timo. La tlcera péptica es frecuente en estos
pacientes, como fuie sefialado por Wermer. El gen asociado con el sindrome MEN tipo
I'ha sido ubicado en el cromosoma 11 (11q13) (76) y estudios recientes muestran que
el desarrollo monoclonal de tumores de paratiroides y pancreas incluye delecciones
alélicas similares del cromosoma 11 (77,78). Se ha sugerido que el adenoma
monoclonal puede desarrollarse despues de una fase de hiperplasia policlonal debido
a la inactivacion de gen del MEN I en la banda q13 del cromosoma 11 de la célula

precursora. (78) Se ha demostrado actividad mitogénica sobre las paratiroides en el
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suero de pacientes con MEN 1, lo cual sugiere que el hiperparatiroidismo primario en
este contexto puede deberse a una causa humoral(79). Aparentemente existen otros
factores aparte de la herencia que pueden desempeiiar un papel en la expresion de los
MEN I, porque se ha observado expresion no idéntica del sindrome en gemelos
idénticos. (80) Steiner et al (81) sugiere que la combinacién de CMT, feocromocitoma
y alteraciones de las paratiroides puede ser descrito como "MEN tipo II", y que el
complejo con multiples neuromas mucosos debe ser designado como "MEN II-B" o
"MEN III" (81).

Sindrome MEN tipo 2a (Sindrome de Sipple)

El sindrome MEN tipo II se transmite de forma autosémica dominante con una
alta penetrancia, e incluye feocromocitoma, CMT, e hiperplasia de paratiroides en
diferentes combinaciones. Se ha estimado que aproximadamente el 25% de estos
pacientes eventualmente presentan evidencia de hiperparatiroidismo ya sea de forma
clinica o bioquimica . La enfermedad de las paratiroides puede ser diagnosticada
durante la cirugia para el cancer de tiroides. El factor mitogénico para las paratiroides
no fue detectado por Brandi et al;(79) lo cual puede indicar que existen diferentes
factores promotores de la hiperplasia de paratiroides (82). E1 CMT normalmente es el
componente mas marcado del sindrome, y resulta interesante que en 1952 algunos
autores ya habian sefialado la existencia de un porcentaje significativamente alto de
pacientes con feocromocitoma que presentaban bocio nodular o difuso o carcinoma de
tiroides coexistente. Curiosamente en algunos pacientes con MEN tipo 2a, también se
ha descrito la existencia de enfermedad de Hirschprung; en un estudio se observo una
incidencia inusualmente alta, estando afecta el 9% de una familia (83). Se encuentran
feocromocitomas en aproximadamente el 50% de los pacientes afectos de MEN tipo
2a(84) y 1os tumores son bilaterales o multifocales en aproximadamente el 60% (85)
al 70% de los casos (84,86) e incluso mas (87). EIl CMT casi invariablemente precede

al desarrollo de los feocromocitomas vy, si la hiperplasia de células C se considera
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como un criterio diagnostico minimo, la enfermedad consigue su completa penetrancia
a los 30 anos de edad (84). Los pacientes con feocromocitoma pueden ser
asintomaticos (19) y los tumores pueden no responder a los test de provocacion
habituales. Los tumores tienden a producir mas epinefrina en contraste con los
feocromocitomas esporadicos donde predomina la norepinefrina (18,88). La realizacion
de estudios prospectivos regulares, el tratamiento precoz de las manifestaciones de los
sindromes MEN tipo 2a pueden prevenir las metastasis de los CMT y la
morbimortalidad de los feocromocitomas; la monitorizacion de los niveles de epinefrina
en orina de 24 horas y el cociente urinario epinefrina a norepinefrina ha sido utilizado
(89). Ha sido descrito un caso de sindrome de Cushing debido a la secrecién ectopica
de ACTH por un feocromocitoma bilateral en un MEN tipo 2a, pero esto es
extremadamente raro. |

Los feocromocitomas en los sindromes tipos 2a y 2b, frecuentemente son
multicéntricos y bilaterales y con frecuencia existe HMS extratumoral en los casos de
afectacion precoz (90). La patologia de los HMS y los feocromocitomas en estos
sindromes se considera indistinguible. Cuando los tumores son grandes, puede ser
imposible evaluar la médula no neoplésica. En un estudio comparativo de 69 casos de
feocromocitomas esporadicos, el 93% fue unicéntrico y el 100% unilateral y en todos
los casos la médula suprarrenal extratumoral fue normal (90) .La HMS también ha sido
descrita en glandulas suprarrenales accesorias o heterotopicas en los MEN tipo 2a, y
también han sido descritos paragangliomas extraadrenales ( 189,190) aunque parece ser
relativamente infrecuente. Las alteraciones macroscopicas son de por si suficientemente
significativas como para alertar al patologo quirtirgico de la posibilidad de un sindrome
MEN tipo 2a o 2b. (90) La morfologia microscopica de los feocromocitomas versus
HMS (nodular o difusa), y las caracteristicas histoldgicas son por otra parte similares
a la de los feocromocitomas esporadicos.

Una serie de estudios citogenéticos en pacientes con MEN tipo 2a y 2b indican
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una union genética a un locus proximo al centromero del cromosoma 10, (91,193) v la
disponibilidad de sondas de ADN para la region permite estudios genéticos para
identificar a individuos de riesgo a cualquier edad y con un alto nivel de certeza (194).
La deleccion de una region hipervariable del ADN del brazo corto del cromosoma 1
también ha sido identificada, pero la deleccion no refleja el lugar de la mutacion
transmitida en el sindrome MEN tipo 2 (94). Los hallazgos en el sindrome MEN tipo
2 son compatibles con la teoria de los "dos eventos mutacionales” de Knudsol para la
iniciacion de la neoplasia, representando la HMS una manifestacion del primer evento
mutacional (197). Aunque el conseso general indica que los MEN tipo 1 y 2a son
entidades separadas pueden existir raras excepciones. Por ejemplo, en el NCI fue visto
un paciente que presentaba CMT y feocromocitomas bilaterales, pero que también
tenia un tumor de células insulares productor de gastrina con un sindrome de Zollinger-
Ellison . De forma similar con frecuencia no se observa una expresion sincronica de las
diferentes alteraciones fenotipicas que caracterizan a los MEN tipo 2a o 2b. Talpos
(96) refiere la existencia de una familia con caracteristicas de ambos sindromes. El
proto-oncogen RET también parece expresarse en el feocromocitoma y en el CMT y
ha sido localizado en humanos en el cromosoma 10ql1.2 préximo al locus de
predisposicion del sindrome tipo 2a (97).

El comportamiento biologico de los feocromocitomas en los sindromes MEN
tipos 2a y 2b varia de unas series a otras. Como ya ha sido sefialado, algunos
investigadores han sugerido que estos tumores representan un grado extremo de HMS
nodular (18). Otros indican que los feocromocitomas clinicamente malignos en el
contexto del MEN tipo 2 son relativamente raros, (86,98) mientras que otros piénsan
que el potencial maligno puede ser algo superior que el de los feocromocitomas
esporadicos (84). En el estudio realizado por Carney, (19) 5 de 19 pacientes ( 6 con
MEN 2b, 13 con MEN 2a) murieron a consecuencia directa del feocromocitoma (17%),

1 debido a hemorragia intracerebral, 2 debido a crisis hipertensivas y 2 por metastasis
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pulmonares; un total de 4 pacien{es desarrollaron feocromocitoma metastésico al
pulmon, higado o hueso (21%) (19). La incidencia de malignidad clinica es
probablemente similar a la del feocromocitoma esporadico. También uno deberia estar
alerta de la existencia de raros casos de CMT metastasico ya sea en un feocromocitoma
(18) o en otros lugares que pudiera ser confundido con un feocromocitoma (50).
Sindrome MEN tipo 2b

El sindrome MEN tipo 2b también presenta un modo de herencia autosémica
dominante, pero muchos casos han sido descritos como formas aisladas o esporadicas;
sin embargo, en algunos de los casos no indica que se halla recogido una cuidadosa
historia familiar o que otros miembros de la familia hallan sido estudiados. Khairi et al
tienen la fuerte sospecha de que en algunos de los casos descritos como esporadicos,
en realidad existian otros miembros de la familia afectos; otros pueden ser
auténticamente esporadicos y debidos a una nueva mutacioén génica, muriendo el
paciente a una edad temprana y sin haber transmitido el sindrome a futuras
generaciones. Los MEN tipo 2b han sido descritos en gemelos (99) y como una
complicacion del embarazo (100). La expresion fenotipica del MEN tipo 2b es muy
distintiva, y dependiendo de la forma de presentacién puede sospecharse clinicamente
basandose en las manifestaciones gastrointestinales, los hallazgos oftalmolégicos o la
caracteristica afectacion de los labios, lengua y otras mucosas (101). La proliferacion
neuromatosa en las superficies mucosas, se produce a una edad temprana y puede
permitir una deteccion precoz de la enfermedad. Los "neuromas" mucosos de la
mucosa oral y labial son el primer componente en aparecer y se hayan casi
invariablemente presentes a los 8 afios de edad. (101) Las superficies mucosas nasal,
laringea, faringea y conjuntival también pueden verse afectas. También pueden existir
hallazgos cutaneos sugestivos de enfermedad de Von Recklinghausen. Los labios se
hallan engrosados y nodulares con una apariencia "aframbuesada”. La lengua

habitualmente presenta numerosas protusiones carnosas nodulares o hemisféricas que
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caracteristicamente salpican la parte anterior y se extienden posteriormente a lo largo
de la region lateral. Histologicamente, se trata de lesiones nodulares no encapsuladas
constituidas por nervios hipertroficos y elongados con algo de edema. La morfologia
ha sido relacionada con los neuromas traumaticos o de amputacton, aunque la
configuracion es algo diferente. El término "ganglioneuromatosis mucosa” ha sido
utilizado porque estas lesiones pueden representar la punta del iceberg en términos de
afectacion gastrointestinal, pero deberia sefialarse que raramente se identifican célula
ganglionares en estas lesiones mucosas superficiales.

Las manifestaciones oculares de los MEN tipo 2b son suficientemente
caracteristicas. Los parpados pueden encontrase engrosados o evertidos con nodulos
neuromatosos en la conjuntiva y parpados. Ocasionalmente un paciente puede
presentar 0jos secos o queratoconjuntivitis sicca (102,103). Una de las caracteristicas
clave es la presencia de nervios corneales engrosados dentro de un estroma corneal
claro. Los nervios corneales pueden verse engrosados despues de manipulacion
mecanica, inflamacién corneal local, y otros transtornos; por tanto la transpariencia del
estroma puede proporcionar mayor especificidad. Los cambios no son visibles a simple
vista, pero el examen con la lampara de hendidura proporciona una buena
visualizacién. Han sido descritos "neuromas engrosados” alrededor del limbo. Se han
observado numerosas células ganglionares en el cuerpo ciliar, en la raiz de iris v en la
uvea (102).

El paciente puede presentar un habito marfanoide con elongacion de la cara y
un craneo estrecho (dolicocefalia) y micrognatia (101,105). De la afectaciéon de nervios
somaticos o sensitivos o del sistema nervioso autonomo pueden derivarse signos y
sintomas neurologicos con denervacion y agotamiento muscular, alteraciones pupilares,
alteraciones de la sudoracion y alteraciones de la motilidad intestinal (104). Han sido
descritas multitud de anormalidades esqueléticas incluyendo laxitud de articulaciones,

luxacion congénita de la cadera, lordosis, cifosis, necrosis asépticas de la espina
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lumbar, genu valgo, deslizamiento de la epifisis capital del fémur, coxa valga, pies
cabos y dedos del pie en garra (104,105).

La historia natural de la alteracion paratiroidea en el MEN tipo 2b no se haya
bien definida. En la experiencia de la Clinica Mayo ninguno de }los pacientes tuvo
evidencia bioquimica de hiperparatiroidismo, y de 73 pacientes revisados en la
literatura solamente 3 refieren alteraciones paratiroideas (4%). (105) La mayoria de las
descripciones de hiperplasia probablemente represenfan varlantes anatémiéas, y no
deberian ser consideradas hiperplasia con hiperfuncion (106).

Es importante reconocer las manifestaciones gastrointestinales en el MEN tipo
2b, dado que suponen un componente prominente del sindrome y a menudo preceden
a las neoplasias endocrinas (107). Los nifios en ocasiones pueden ser diagnosticados
en el primer mes de vida, incluso en ausencia de antecedente familiar de la enfermedad
(108). Los pacientes afectos pueden presentarse precozmente en la vida con
anormalidades intestinales significativas de la motilidad colonica, incluyendo
estrefiimiento, pseudoobstruciéon intestinal recurrente y borborismos, vOmitos
proyectivos y una presentacion clinica que semeja el megacolon o la diverticulitis. La
ganglioneuromatosis afecta a gran parte del tracto gastrointestinal y puede hallarse
implicado en los transtornos de la motilidad. También ha sido descrita la presencia de
diarrea, pero los productos hormonales segregados por el CMT pueden desempeiiar un
papel de importancia. La ganglioneuromatosis también ha sido descrita en la vesicula
biliar(26) donde puede asociarse con litiasis o con colecistitis alitiasica, y también ha
sido descrita en pancreas, glandulas salivares y ganglios simpaticos (105). La
proliferacion de células ganglionares maduras y de nervios ha sido incluso descrita en
la médula suprarrenal y en las proximidades de la capsula suprarrenal (105). La
ganglioneuromatosis consiste en una proliferacion hamartomatosa de células de
Schwann y células ganglionares dentro de los plexos submucoso y mientérico, la lamina

propia, y la serosa. Se ha sugerido que un factor de crecimiento neural puede
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desempeiiar un papel en la patogénesis, estimulando la proliferacién neural. Raramente
se ha observado la presencia de poliposis adenomatosa del colon en el contexto de un
MEN tipo 2b(109). Resulta interesante sefialar que el feocromocitoma también ha sido
descrito en asociacion con megacolon (110).

Es importante recordar que la ganglioneuromatosis mucosa puede presentarse en
pacientes sin MEN tipo 2b. Ha sido descrita en un contexto familiar con poliposis
juvenil (111), en asociacién con poélipos colérﬁcos multiples v en poliposis juvenil
esporadica. Han sido reconocidos dos patrones morfolégicos: transmural que es el
patron que se ob‘serva en el MEN tipo 2b y mucoso, que se ha asociado con la
enfermedad de Von Recklinghausen, adenocarcinoma de colon, y multiples adenomas
colénicos con megacolon (1 caso) (112). Las manifestaciones gastrointestinales de la
enfermedad de Von Recklinghausen han sido descritas en muchas ocasiones, pero solo
con rareza la afectacion neural semeja una ganglioneuromatosis mucosa (112). Como
apunte final los "neuromas" del apéndice (113) y los neuromas traumaticos de la
faringe(114) no deberian ser confundida con la ganglioneuromatosis mucosa de los
MEN tipo 2b. Las manifestaciones endocrinas de los MEN tipo 2b son también
caracteristicas. El componente mas perniciosos del MEN tipo 2b es el CMT, que a
menudo sigue un curso agresivo con metastasis y desenlace fatal (105). En una revisién
realizada por Carney (105), el 22% de 69 pacientes murieron del tumor a la edad media
de 21 afios y se sugeri6 que la mayoria de los pacientes con CMT moriran a menos que
se realice una tiroidectomia total en la infancia. Se ha descrito que la recurrencia del
CMT es tres veces mas frecuente en MEN tipo 2b que en MEN tipo 2a. La enfermdad
de la médula suprarrenal fue evidente en el 34% de los pacientes con MEN tipo 2b con
una edad media de 25 afios, y el 68% de los feocromocitomas fueron bilaterales (105)
. Una vez que se ha realizédo el diagnostico de la enfermedad medular suprarrenal
(sintomatica o asintomatica), se recomienda la suprarrenalectomia total bilateral con

excision de cualquier paraganglioma extraadrenal (105).
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Otras supuestas formas de MEN

Han sido descritos una serie de casos habitualmente en forma esporadica, pero
ocasionalmente en un contexto familiar, en los cuales se han asociado otros tumores
endocrinos, o hiperplasias con feocromocitoma (u otros paragangliomas) (115,116,117)
y algunos autores han propuesto que representan sindromes MEN distintivos o variantes
de los MEN (115-116). El caso descrito por Gould puede representar una variante de
MEN tipo 1 en el que la manifestacion inicial fue un hiperaldosteronismo. Un sindrome
multiendocrino ha sido atribuido a la secrecion plurthormonal de un feocromocitoma
que producia no solamente catecolaminas, sino también hormona liberadora de hormona
del crecimiento (GHRH) lo que ocasiond una hiperplasia de células somatotrofas y
acromegalia (118). Esta compleja asociacion de diferentes tumores endocrinos e
hiperplasias plantea la cuestion de si los sindromes MEN tipos 1, 2a, 2b son en realidad
entidades monoliticas, inmutables (96). Hay evidencia de que los feocromocitomas
familiares existen fuera de los confines genéticos de los MEN tipos 2a y 2b. Si un
paciente padece dos o mas tumores endocrinos o hiperplasias, este hecho puede arrojar
ciertas dudas sobre la especificidad de los sindromes MEN, pero es importante recordar
que la superposicion de caracteristicas no implica invariablemente identidad de
fundamentos (84). En el caso descrito por Yoshida et al (119) el paciente tenia una
enfermedad de Von Recklinghausen, tumor carcinoide duodenal, CMT, y evidencias
morfométricas de hiperplasia medular suprarrenal difusa, pero no existian anomalias
funcionales de células C del tiroides y no existia patologia en paratiroides (119).

b)Asociacion con otras enfermedades hereditarias

Se ha descrito que aproximadamente el 5% de los casos de feocromocitomas se
asocian con la enfermedad de Von Recklinghausen (101). Deacuerdo con Riccardi
(120) Ia frecuencia de esta asociacion es probablemente del 1% o menos, y los
feocromocitomas en nifios con enfermedad de Von Recklinghausen son virtualmente

desconocidos. Se ha estimado que existen 60 millones de personas con hipertension en



Introduccion 34

los EEUU, de los cuales el 95% se trata de hipertension esencial, y existen articulos con
un apreciable niumero de pacientes con feocromocitomas, enfermedad de Von
Recklinghausen e hipertensiéon concurrente. En un estudio 10 de 19 pacientes con
neurofibromatosis e hipertension tenian feocromocitoma(121). También han sido
descritos paragangliomas retroperitoneales extraadrenales en pacientes con enfermedad
de Von Recklinghausen(121).

Los feocromocitomas también pueden asociarse con la enfermedad de Von
Hippel- Lindau, (122,123,124) y el tumor parece ser relativamente frecuente en algunas
familias. Horton (122) identificé la presencia de feocromocitomas en el 10% de todos
los mndividuos con la enfermedad, pero existia agrupacion en una de las 9 familias
estudiadas. Se ha descrito una incidencia del 21% en un estudio de una gran familia con
enfermedad de Von Hippel-Lindau (123). Existe un aumento de la incidencia de
feocromocitomas bilaterales (123) y rara vez el paraganglioma es de localizacién
abdominal. Los carcinomas de células renales también se producen con una mayor
frecuencia en este sindrome y habitualmente se diagnostican en una edad mas tardia.
Se presume que la lesion precursora es la hiperplasia medular suprarrenal, (124) pero
las alteraciones de la médula suprarrenal no se hallan bien caracterizadas en esta
enfermedad.

Como ha sido sefialado por Glushin no existe todavia evidencia en la literatura
de relacion entre el feocromocitoma y la esclerosis tuberosa o enfermedad de Sturge-
Weber, y esta asociacion solo es esperable en funcion de la existente entre
feocromocitoma y enfermedad de Von Hippel-Lindau y enfermedad de Von
Recklinghausen. Sherwin (25) refiere un caso de feocromocitoma en asociacién con
sindrome de Sturge-Weber, pero Neville (145) sefiala que no existe relacién aparente
con este sindrome o con la esclerosis tuberosa.

La triada de leiomiosarcoma epiteliode gastrico, condroma epitelial y

paraganglioma funcionante
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Esta es una interesante asociacion de tres tunores infrecuentes, de etiologia no
establecida y de patron de transmision mendeliana desconocida(125). Existe una
predileccion por mujeres jovenes. Cuando dos de los tres tumores se hayan presentes,
se puede hacer un diagnostico provisional de la "triada" con expresion incompleta,
especialmente si los tumores son multicéntricos y existen factores clinicos de
soporte(125). Los paragangliomas extraadrenales incluyen PCC, PYT, paraganglioma
tiroideo, y PA, que parece ser ¢l mas frecuente en la revision realizada por Carney
(125). Ha sido documentada una asociacion con mixoma cutaneo. Los feocromocitomas
han sido descritos en al menos dos ocasiones, pero son muy infrecuentes. Aunque
puede existir un origen adrenal primario, los paragangliomas secretores de
catecolaminas son habitualmente periadrenales, y por tanto, una suprarrenalectomia
total puede no ser necesaria.

Los tumores gastricos son interesantes en esta triada debido a su peculiar patrén
de crecimiento, multiplicidad y apariencia epitelioide. En ocasiones el agrupamiento
organoide de las células tumorales recuerda la apariencia de un paraganglioma (126) y
esta semejanza podria ocasionar confusion y diagnosticos erréneos. En un estudio
ultraestructural, se observo que los tumores presentaban caracteristicas del misculo liso
normal o de tumores del musculo liso con patrones cldsicos, mientras que en otro
estudio el tumor no mostré evidencia definida de diferenciacion hacia misculo liso ni
a nivel ultraestructural ni en el estudio inmunohistologico(126).

TYFEOCROMOCITOMAS COMPUESTOS

El término "feocromocitoma compuesto” hace referencia a aquellos tumores en
los que existe un componente que semeja neuroblastoma, ganglioneuroblastoma, o
ganglioneuroma(42,127,128). Raramente el tumor ha sido descrito en una localizacion
intraabdominal extraadrenal (127). En la serie de Linnoila (42) 4 de 120 paragangliomas
simpatoadrenales fueron clasificados como feocromocitomas compuestos (3%); los 4

tumores asentaban en glandula suprarrenal como una masa solitaria. Algunos casos de
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supuestos feocromocitomas compuestos han sido dificiles de evaluar basandose en las
microfotografias publicadas mientras que otros articulos esencialmente no incluyen
tlustraciones para la documentacion. Un caso de feocromocitoma compuesto con
ganglioneuroblastoma fue descrito en un paciente con enfermedad de Von
Recklinghausen que desarrolld amplias metastasis con una mezcla de ambos
componentes(129). Otra forma distintiva de feocromocitoma compuesto pero ain mas
rara es aquella que contiene un tumor maligno de vaina nerviosa periférica
(Schwannoma maligno) (130). En los dos casos descritos en asociacion con
feocromocitoma no existia historia de asociacion con enfermedad de Von
Recklinghausen. También han sido descritos Schwannomas malignos puros de la
glandula suprarrenal, y esto no deberia ser algo inesperado (aunque admitimos que es
extremadamente raro), dado la inervacion neural de 1la médula suprarrenal con células
de Schwann acompaiantes.

El término "feocromocitoma compuesto” incluye tumores que tienen un ancestro
embriologico comun de Ia cresta neural. Existen sin embargo raros casos en los que ha
sido descrito un adenoma cortical suprarrenal-feocromocitoma mixto (adenoma
corticomedular), y un adenoma cortical suprarrenal y feocromocitoma concurrente en
la misma glandula (131). También ha sido descrito el desarrollo secuencial de un
feocromocitoma y un neuroblastoma del abdomen superior (132) Otros tumores
aparentemente mixtos incluyen casos exéticos de carcinosarcoma suprarrenal (133) y
un ejemplo tUnico de tumor histologicamente maligno descrito como blastoma
adrenocortical(134). Estas raras asociaciones de tumores embrioldgicamente no
relacionados no se incluyen bajo la designacion de "feocromocitomas compuestos"
aunque en algunas circunstancias la distincion puede ser algo arbitraria.

Los feocromocitomas compuestos pueden presentar una intima mezcla de
patrones histologicos tipicos del feocromocitoma y un ingrediente histologico que se

aparta significativamente de dichos patrones, oscilando desde una neoplasia de células
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pequeiias similar a neuroblastoma y en el seno de una matriz fibrilar a uno con
caracteristicas de ganglioneuroblastoma y un patron que se une mas con el
feocromocitoma. De forma infrecuente los feocromocitomas pueden mostrarse como
una vaga caricatura morfologica de una célula ganglionar o neuronal. El componente
de feocromocitoma es habitualmente el elemento predominante, y presenta las
caracteristicas morfologicas diagnosticas usuales, incluyendo la argirofilia citoplasmica
y positividad para marcadores de diferenciacion neuroendocrina. Un panel de
inmunotinciones puede ayudar a aclarar los focos de elementos neuroblastomatosos.
Muchos de los feocromocitomas compuestos son tumores funcionalmente activos
con liberacion de un exceso de catecolaminas, pero hay un subgrupo de pacientes muy
interesante, aunque raro, que padecen un sindrome de diarrea acuosa (Sindrome de
Verner-Morrison), que se haya documentado con mayor frecuencia en
ganglioneuroblastomas y ganglioneuromas de la infancia. La capacidad para la sintesis
y secrecion de péptido intestinal vasoactivo (VIP) ha sido intimamente asociado con la
adquisicion de un fenotipo morfoldgico neuronal o ganglionar (135), pero esta no parece
ser una asociacioén absoluta, dado que morfologicamente algunos feocromocitomas VIP-
positivos o bien carecen de células ganglionares o bien estas son muy escasas en
numero. Bajo ciertas condiciones estudios in vitro de cultivos celulares de
feocromocitomas humanos también han mostrado una disociacién entre la produccion
de VIP y el sobrecrecimiento de prolongaciones neuronales. Las células cromafines
neoplasicas en cultivos pueden exhibir excrecencias neuriticas o prolongaciones
celulares, ya sea espontaneamente o en presencia de sustancias estimuladoras tales
como el factor de crecimiento nervioso, y las células tipo neurona del feocromocitoma
pueden manifestar potenciales de accién de corta duracion todo o nada. La existencia
de feocromocitomas con caracteristicas compuestas neurales y endocrinas en vivo es
un amplio testimonio de la intima relacion morfoldgica y funcional entre el sistema

nervioso y el sistema endocrino. Estudios sobre transplantes seriados de
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feocromocitomas en ratas también ha proporcionado evidencia de un tumor que exhibe
diferenciacién dual hacia feocromocitoma y neuroblastoma, lo cual sugiere un origen
comun a partir de una célula progenitora de la cresta neural(136).

El comportamiento biologico de los feocromocitomas compuestos no se haya del
todo claro dada la relativa escasez de casos publicados y la publicacion cuidadosa de
casos con seguimiento a largo plazo puede proporcionar informacién de valor en cuanto
al perfil prondstico de estos raros tumores.

8)LOS FEOCROMOCITOMAS EN LA INFANCIA

Los feocromocitomas en la infancia son relativamente infrecuentes, suponiendo
aproximadamente un 10% de todos los feocromocitomas. En una revisién de los 100
primeros casos descritos en nifios de hasta 15 aiios, el promedio de edad en el momento
del diagndstico fue de 11 afios, con 5 meses de edad en el paciente mas joven. Los
varones superaban a las mujeres en un cociente de casi 2 a 1 (137). La serie de
Kaufman et al (138) incluye un recién nacido que muri6 a las 36 horas de vida, y en el
que en la autopsia se demostro un feocromocitoma bilateral. De forma similar a lo que
sucede en los feocromocitomas del adulto la glandula suprarrenal derecha se hallaba
afecta con una frecuencia algo superior que la izquierda. El tumor fue solitario en el
68% de los casos y multiple en el 32% (bilateral, multicéntrico o extraadrenal). Un
interesante caso de paragangliomatosis multicéntrica (suprarrenal y extraadrenal) fue
descrito en un adolescente en el que fueron extirpados quirirgicamente 21
paragangliomas entre los 13 y 21 afios de edad, existiendo todavia evidencia clinica de
paragangliomas adicionales (139). Los paragangliomas en la infancia en este articulo
se acompaiiaron de anomalias congénitas infrecuentes, incluyendo asimetria del lado
derecho de la cabeza, torax, y pelvis, grandes nevus vasculares, alopecia y pezones
accesorios(139). En otra larga revision realizada por Hume (61) el 24% de los
feocromocitomas fue bilateral. Kaufman (138) en una revisién de la Clinica Mayo

refirid que el 19% de los feocromocitomas fueron bilaterales.
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Ademas de un aumento de la incidencia de bilateralidad, la incidencia de
multicentricidad es también significativa en comparacion con los adultos. Otro ejemplo
infrecuente de feocromocitoma ha sido asociado con un paraganglioma cervical
separado. La localizacién intratoracica paravertebral de los paragangliomas también ha
sido descrita. Aproximadamente el 10% de los nifios con feocromocitoma tienen
antecedentes familiares de tumores, aunque algunas series la incidencia es
considerablemente mas alta: 30% (138) a 50% (140), lo cual puede ayudar a explicar
la alta incidencia de bilateralidad en algunas series, aunque en algunos articulos no se
haya claro el contexto familiar. La incidencia del comportamiento maligno es
probablemente similar a la de los adultos, siendo la mayoria de los tumores
clinicamente malignos de localizaciéon extraadrenal. Solamente 2 de los 85 nifios con
feocromocitoma revisados por Hume (61) tuvieron metdstasis documentadas (2,4%)
pero una proporcidn significativa eran de localizacion extraadrenal.

9)"PSEUDOFEOCROMOCITOMAS"

El término "pseudofeocromocitoma” es utilizado en aquella inusual circunstancia
en la que un paciente presenta signos y/o sintomas de feocromocitoma pero en la
exploracion quirurgica no se observa ningtin tumor. No se incluyen los casos donde el
tumor funcionante es pequefio y asienta en un area anatomica de dificil investigacion
(e.g., paragangliomas funcionantes cardiacos). La HMS también debe ser considerada
en esta situacion. En ocasiones las manifestaciones clinicas pueden acompafiarse de
alteraciones bioquimicas en los niveles de catecolaminas o en sus metabolitos. Lesiones
anatomopatologicas asociadas con signos y/o sintomas de feocromocitoma incluyen el
mielolipoma suprarrenal, quistes renales, coartacion de la aorta abdominal,
fibrosarcoma de la arteria pulmonar, e incluso astrocitomas. Rara vez un paciente
puede desarrollar sintomas que semejan los del feocromocitoma tras la ingestion de
camne de cerdo, pero los mecanismos se hayan pobremente definidos. La intoxicacion

aguda con mercurio también puede semejar un feocromocitoma (142). La
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administracion subrepticia de epinefrina u otros agentes pueden producir
manifestaciones clinicas similares.Los feocromocitomas que producen exclusivamente

epinefrina se consideran raros.

10)COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE LOS FEOCROMOCITOMAS
a)Incidencia de malignidad

La incidencia de feocromocitomas clinicamente malignos varia de unas series a
otras, y hay que ser cauteloso en la evaluacion de estudios que incluyen
paragangliomas extraadrenales junto con feocromocitomas, dado que estos tumores
tienden a presentar una incidencia de comportamiento maligno significativamente mas
alto. En una revision de 283 feocromocitomas, Symington y Goodall (143) identificaron
solamente 7 tumores malignos (2,5%). Una incidencia de malignidad practicamente
idéntica fue descrita por Melicow (38) (2,4%) en una serie que incluia 83
feocromocitomas. Hume(61) reviso 626 feocromocitomas descritos en la hiteratura
mundial refiriendo que el 2,8% de los tumores fueron malignos en adultos y el 2,4%
en nifios. Algunas de estas revisiones precoces deben ser observadas con ciertos
elementos de cautela dado que algunos tumores pueden demostrar su malignidad
transcurrida una década incluso mas desde el diagnéstico. Scott y Halter (144) en un
estudio de 69 pacientes con feocromocitoma identificaron 9 pacientes con tumores
clinicamente malignos tras "estrecho seguimiento” (13%), pero deberia sefialarse que
5 de los tumores malignos fueron de localizacion extraadrenal (45% de la malignidad)
frente a 4 de 43 primarios de suprarrenales (9,3%). Neville et al (145) estimaron una
incidencia de malignidad en los feocromocitomas proxima al 1%, dado que existia una
tendencia a publicar casos de feocromocitomas malignos con mayor frecuencia que
tumores benignos; esto es aplicable fundamentalmente a la publicacion de casos
individuales o de pequeiias series descritas en la literatura inicial, dado que la mayoria

de los estudios muestra una incidencia de malignidad como sigue: 7%(30), 8% (66),
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12% (34),13% (33) y 14% (34). Asi mismo no debe confundirse en las publicaciones
mas antiguas el indice de mortalidad intra o perioperatorio con la malignidad clinica,
dado que algunos recogen un indice de mortalidad proximo al 25%(147). El manejo
quirurgico de estos tumores ha alcanzado un alto nivel basado en gran parte en la
exactitud del diagnostico preoperatorio y en la preparacion farmacolodgica previa a la
cirugia.

b)Morfologia de los feocromocitomas malignos

La morfologia de los feocromocitomas clinicamente malignos es suficientemente
similar a la de los tumores benignos, asi que la distincion entre ambos basandose
estrictamente en la evaluacion macroscopica e histologica resulta notoriamente dificil
y en casos individuales puede llegar a ser virtualmente imposible(26). Grandes tamafios
tumorales han sido descritos en asociacién con tumores clinicamente malignos
(33,36,42) pero existe tal solapamiento con los feocromocitomas benignos que esta
caracteristica aisladamente ofrece poco como valor prondstico. En el estudio realizado
por Medeiros et al (36) un menor tamafio celular, una extensa necrosis confluente junto
con grandes pesos tumorales se asociaban con mayor frecuencia con tumores
clinicamente malignos. Sherwin (25) refiere que un componente fusocelular parece ser
una caracteristica de muchos de los feocromocitomas invasivos. Algunos autores han
establecido que los patrones histologicos de los feocromocitomas benignos y malignos
se superponen hasta tal extremo que el Uinico criterio aceptable de malignidad es la
presencia de auténticas metastasis en lugares donde normalmente no existe tejido
cromafin no neoplasico(145).

En un estudio de un elevado niimero de paragangliomas simpatoadrenales
realizado en el NCI las caracteristicas que se sefialo que se asociaban con mayor
frecuencia a tumores de malignidad clinica demostrada fueron las siguientes: 1)
Grandes pesos tumorales (383 versus 73 gr para los paragangliomas benignos), 2)

Contajes mit6ticos altos (promedio de 3 por 30 campos de gran aumento versus 1 por
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30 hpf en tumores clinicamente benignos), 3) Aumento de la incidencia de necrosis
(32% versus 6% en tumores benignos) y 4) Extensa invasion local o invasion vascular
(32% versus 11% de los tumores benignos)(42). Utilizando un modelo estadistico
multivariable, solo 4 variables tuvieron correlacion significativa con el comportamiento
maligno: localizacién extraadrenal, nodularidad grosera del tumor primario, necrosis
tumoral confluente y la ausencia de globulos hialinos (42). Dos caracteristicas
sefialadas con mayor frecuencia en tumores benignos fueron la presencia de células con
caracteristicas neuronales o ganglionares (22% versus 6 % de tumores malignos ) y un
gran porcentaje de tumores con globulos hialinos (59% versus 32% de tumores
malignos) (42). También existia una disminucién de la expresion de neuropéptidos en
los tumores clinicamente malignos mediante el uso de inmunohistoquimica; de 10
neuropéptidos examinados, los tumores malignos expresaron un promedio de 2 por
tumor comparado con 5 para los tumores benignos(148).
¢)Prondstico y patrones de diseminacion

La supervivencia a los 5 afios en pacientes con feocromocitomas malignos es del
44% (33) al 53% (34) . En algunos casos la latencia hasta 1la documentacién del
comportamiento maligno y la muerte puede ser bastante larga y algunos autores han
aconsejado un seguimiento preceptivo de por vida en aquellos pacientes con
feocromocitoma(144). La malignidad puede manifestarse por extensa invasion
locorregional con afectacion de organos y tejidos adyacentes. Los patrones
metastasicos se reflejan en una diseminacion tanto hematogena como linfatica, con
afectacion del higado, ganglios linfatico ,pulmones y hueso. Rara vez una metastasis
osteolitica aislada puede ser la manifestacién inicial de un feocromocitoma maligno.
B)Paragangliomas aortosimpaticos extraadrenales (PAE) (3)

‘1) Distribucién anatémica: los FE suponen del 5 al 10% de todos los PSA. De
ellos el 85%(146) son intraabdominales (45% paraadrtico superior, 30% paraadrtico

inferior y 10% de vejiga urinaria). Sélo el 12% son intratoracicos y el 3% cervicales.
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Lo expuesto a continuacion hace referencia (salvo indicacion expresa) a los FE
intraabdominales.

2) Caracteristicas clinicas: Pueden ocurrir a cualquier edad pero con mayor
frecuencia lo hacen entre la 3" y 5° décadas. No existe predileccion sexual clara, aunque
se observa discreto predominio de varones en algunas series. La clinica relacionada con
el exceso de secrecion de catecolaminas se constata en el 25 al 86% de los pacientes.
En algunos pacientes asintomaticos es un hallazgo de autopsia. Dependiendo del |
tamafio y localizacion del tumor puede presentarse por dolor, masa tumoral,
obstruccion ureteral, hematuria, ictericia obstructiva o hemorragia retroperitoneal. Rara
vez la presentacion es por metastasis 0seas.

3) Aspecto macroscopico: Suelen ser tumores unicos, especialmente en adultos,
aunque ocasionalmente son multiples. El tamafio medio oscila alrededor de los 10 cm
(4 a 24 cm). El aspecto macroscopico es similar al de los FS.

4) Aspecto microscopico: (3). El patron mas caracteristico es el trabecular con
cordones anastomosados de células tumorales. Algunos pueden tener un patrén difuso
o alveolar. En la mayoria de los casos no es posible, a partir de la arquitectura o
citologia del tumor, establecer el origen suprarrenal o extraadrenal del mismo. Puede
existir un pleomorfismo nuclear marcado e incluso ocasionales figuras de mitosis, pero
estos y otros hallazgos histologicos no permiten predecir el comportamiento maligno
del tumor. La presencia de globulos hialinos intracitoplasmaticos es menos frecuente
que en I'S. La vasculatura es prominente y puede plantear el diagndstico diferencial con
procesos vasculares. Ocasionalmente, se advierten nervios dentro o adyacentes al
tumor y no implica malignidad. Existen formas compuestas (paraganglioma-
ganglioneuroma) y pigmentadas (neuromelanina) de estas neoplasias.

5) Incidencia de malignidad (3): Dentro del SNSA son tumores mds agresivos con
una incidencia de malignidad oscilante entre el 14 y el 50 %. La forma de diseminacion

y ¢l patron de metastasis es similar a la de los FS.
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6)PAE de otras localizaciones: Muchos organos pueden ser asiento de PAE,
incluyendo vejiga (5% de malignidad), rifion, uretra, prostata y cordon espermatico,
aparato genital femenino, etc. Las caracteristicas morfologicas son similares a las de
los tumores homologos de otras localizaciones.
los PAE toracicos son raros, funcionantes en el 50% de los casos y con predileccion
por varones con edad media de 29 afios. Existen casos familiares. El aspecto
morfologico es similar al de otras localizaciones y la incidencia de malignidad varia
entre el 7y e 13% de los casos. Los PSA cervicales son excepcionales.

V) CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES E THQ DE LOS PSA:

A) Hallazgos ultraestructurales (1): Actualmente ha perdido valor para el
diagndstico rutinario de los paragangliomas. Los PSA se hallan compuestos por c€lulas
principales, ovales o poligonales, con niicleo central, formando nidos compactos.
Aunque uniones celulares tipo desmosomas han sido descritas en numerosos casos,
todas carecieron de tonofilamentos. Probablemente se trate de uniones estrechas
modificadas. En algunos tumores han sido descritas filamentos intermedios y agregados
filamentosos. Con menor frecuencia se ha observado glucogeno intracitoplasmico,
cuerpos lamelares polisomicos e incluso inclusiones nucleares. Un hallazgo constante,
necesario para el diagnostico es la presencia de granulos de neurosecrecion. Estos
granulos son ligeramente mas pleomorficos en tumores que en estructuras no
neoplasicas, y de tamafio algo mayor, de 40 a 400 nm. Aunque existen ciertas
diferencias morfologicas entre los granulos que contienen adrenalina y noradrenalina,
no siempre es posible una correlacion entre la morfologia del granulo y su contenido
(hormonal o neuropeptidico).

Andlisis bioquimicos han mostrado que los paragangliomas extraadrenales contienen

predominantemente NA, careciendo del enzima feniletanolamida N-metiltransferasa(3).
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B) Hallazgos inmunohistoquimicos (3):

1) Marcadores neuroendocrinos y S-100: Una amplia variedad de péptidos y
hormonas pueden ser localizados inmunohistoquimicamente. En un estudio del NCI
(148) sobre 99 PSA, todos fueron positivos para enolasa neuronal espacifica. Otros
marcadores neuroendocrinos frecuentemente positivos en PSA son: cromogranina A
y B, secretogranina I, sinaptofisina (aunque algunos tumores corticales pueden ser
positivos), Leu-7, PGP, citocromo B 561, y Leu-encefalina (positiva en 50 a 75% de
PSA). El método mas sensible para la identificacion de células sustentaculares es la
Inmunotincion para la proteina S-100.

2) Sindromes endocrinos asociados y otras caracteristicas: los PSA son capaces de
expresar una amplia variedad de hormonas y neuropéptidos. Inmunotincién para Leu-
encefalina y Met-encefalina fue observada en 3/4 partes de los casos del estudio del
NCI(148). Sin embargo, no suelen existir manifestaciones clinicas relacionadas con
hormonas o neuropéptidos, con excepcion de las catecolaminas. En el estudio del
NCI(148) el 28% de los PSA fueron positivos para ACTH, sin embargo raramente
producen sindrome de Cushing. Tincion similar a la del ACTH también ha sido
observada en médula suprarrenal normal.

El sindrome de Vemer-Morrison ha sido observado en asociaciéon con
feocromocitomas y atribuido a la secrecién de VIP. En el estudio del NCI(148) el 43%
de los PSA fueron positivos para el VIP, a pesar de que ninguno de los pacientes
presentd manifestaciones clinicas relacionadas con el VIP. También se ha observado
hipercalcemia en relacion con feocromocitomas, y en algunos casos ha sido atribuida
a la produccién de hormonas similares a la PTH o calcitonina. Otras caracteristicas
mfrecuentes asociadas con feocromocitomas son policitemia debida a la produccion de
eritropoyetina, diarrea y esteatorrea secundarias a la produccion de somatostatina e
incluso la secrecion de GhRF.

3) Otras sustancias inmunoreactivas: olanina, renina, polipéptido natriurético atrial,
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factor de crecimiento similar a la insulina, MAP-2, N-cam y HMB-45.

4) Filamentos intermedios: se ha observado inmunotincidn para neurofilamentos en
una elevada proporcion de PSA. También se ha comunicado positividad para vimentina
en algunos PSA, al igual que citoqueratina.

5) Significacién pronostica de la inmunohistoquimica. Los PSA malignos tienden
a tener un numero de células S-100 positivas reducido, aunque su presencia o ausencia
no constituye un criterio definitivo para predecir el comportamiento bioldgico (150).
Los PSA clinicamente malignos expresan menos neuropéptidos que los benignos,
aunque el espectro de inmunotincidn es similar (148).
VI) CITOMETRIA DE ADN
La citofotometria es una técnica para la determinacion de las proporciones
relativas de ciertas sustancias en células y tejidos, y representa una aproximacion
independiente de la morfometria, que proporciona un analisis cuantitativo de las
caracteristicas estructurales y geométricas (151). La determinacién citofotométrica de
masas esta basada en la correlacion existente entre 1a absorcion de ondas luminosas
(fotometria de absorcion) o la intensidad de fluorescencia (fotometria de fluorescencia
)y el contenido de la sustancia respectiva. Para ellos, las sustancias deben ser tefiidas
especificamente con los productos quimicos apropiados y para una cuantificacion

intracelular exacta es necesario que la reaccion sea estequiométrica.

1. PRINCIPIOS TECNICOS

En la citometria estatica (o citometria de absorcion), la intensidad de luz
proyectada a través del objeto investigado, es absorbida por ciertas sustancias presentes
en la muestra. En patologia tumoral, se utiliza para cuantificar sustancias en el rango
espectral de su absorcion especifica (fotometria microscopica) y se- realiza mas

factiblemente en el rango visible, donde la absorcion irregular es facilmente reconocible

(152).
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Un prerequisito decisivo de la fotometria de absorcion es la validez de la ley de

Ber-Lamber:

E,=¢,c¢cd
La absorbancia (E,) es un parametro adimensional que, en caso de permanecer
constante la longitud de onda (1) y el espesor de la muestra (d), es directamente
proporcional a la concentracidn de la tincion (¢). El coeficiente de absorbancia molar
(¢,) representa un factor de proporcionalidad (constante para una determinada longitud
de onda) y permite calcular la concentracion absoluta de la sustancia.

Los errores potenciales de medida pueden ser secundarios al objeto medido,
especialmente una falta extrema de homogeneidad de la cromatina, o al aparato de
medida.

En citometria de flujo (o citometria de fluorescencia), 1a estimulacion es debida
a la absorcion de fotones. De acuerdo con la ley de Stokes, la longitud de onda de la
luz emitida supera al de la excitacién absorbida, ya que parte de la energia se
transforma en calor. La intensidad de la luz emitida (F) es directamente proporcional
a la energia luminosa absorbida (I, - I), por lo que mantiene conexion con el método
de absorcion:

F=(1-DQ
donde “Q” es el coeficiente de proporcionalidad entre los cuantos emitidos y
absorbidos. De acuerdo con la ley de Ber-Lamber, la intensidad puede expresarse
como
= e<dt
por lo que la intensidad de luz emitida puede reformularse como
F= 1[I, €9 Q=[1- e***] 1, Q
Asi pues, existe una correlacion exponencial entre la intesidad de fluorescencia

(F) y la concentracion (c).
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Las medidas de fluorescencia difieren principalmente de los de absorcion en su
mayor sensibilidad. A diferencia de la fotometria de fluorescencia, en la que con una
unica medida se determina la intensidad, la absorbancia se calcula en dos valores de

intensidad I e [, ambas con su correspondiente error de medida.

Los citometros de flujo son, fundamentalmente, aparatos construidos para medir
fluorescencia. Las medidas de fluorescencia son normalmente llevadas a cabo sobre
particulas (células o nucleos), tefiidas con un fluorocromo apropiado, que fluyen a
través de una fuente de excitacion. El nivel de fluorescencia de las células tefiidas es
capturado por un tubo fotomultiplicador y convertida digitalmente en un pulso
electronico. La precision de las medidas de fluorescencia se basa en que las células o
particulas pasan delante de una fuente de excitacion dentro de un flujo laminar que las
va alineando individualmente, teniendo todas la mismas posicién al pasar por dicha
fuente. La fuente de excitacion puede ser tanto una ldmpara de xenon-mercurio o un
laser. El laser, normalmente de argdn, emite una luz monocromatica con una longitud
de onda entre 450 y 514 nm, suficiente para excitar a la mayoria de los colorantes
fluorescentes utilizados en el analisis de los componentes celulares. Para células
tefiiddas con dos o mas fluorocromos (citometria de flujo multiparamétrica), se usan
unos espejos opticos dicromicos para separar los distintos colores de la luz en dos o
mas longitudes de ondas que se recogen en dos o mas fotomultiplicadores. A parte de
la fluorescencia, se pueden medir el tamaifio y la complejidad interna de las células o
particulas mediante las desviaciones de los fotones al incidir sobre ellas (153,154).

Una gran limitacioén de la citometria de flujo es la imposibilidad de identificar
morfologicamente los objetos medidos; especialmente notable en poblaciones celulares
heterogéneas. Asi, por ejemplo, en el estudio de una poblacion tumoral de un tumor
solido, se incluiran -a parte de las células tumorales- células del estroma e

inflamatorias, entre otras. Una forma de solventar este problema de alguna manera, es
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la separacion (“sorting”) de las poblaciones celulares segin sus caracteristicas
fluorescentes(153,154). Esto se consigue haciendo que el fluido forme gotitas con
células de determinadas caracteristicas que, posteriormente, seran cargadas
electrostaticamente. Las gotas cargadas son deflectadas en vasos colectores por un
campo electrostatico. No obstante, esta es una técnica dificil y lenta que no se puede

aplicar rutinariamente a muestras clinicas.

2. PRINCIPIOS BIOLOGICOS

Los estudios citogenéticos sugieren que los cambios cromosomicos son factores
determinantes en la oncogénesis. Casi todas la neoplasias malignas presentan
aberraciones cromosomicas numeéricas y/o estructurales, primarias o secundarias (las

ultimas ocurridas en el curso de la progresion tumoral).

La inicial inestabilidad genética se sigue de un proceso selectivo que conduce
a la formacion de clones celulares, mejor dotados para la proliferacion o la invasion y
que muestran la misma -0 escasamente diferente- aberracidn cromosémica.

El nimero modal es el niimero mas comin de cromosomas que se encuentran
en una poblacion celular neoplasica y se expresa como ploidia cromosdmica. Las
aberraciones numéricas que se manifiestan como multiplos del set normal de
cromosomas se conocen como poliploidia, y aquella con desviaciones irregulares como
aneuploidia. Los tumores malignos que presentan un nimero de cromosomas que
oscila alrededor del valor diploide se conocen como peridiploides, mientras que
aquellos que muestran un cariotipo con un nimero normal de cromosomas y
aberraciones estructurales se conocen como pseudodiploides.

Metodologicamente, la ploidia cromosomica debe distinguirse de la ploidia de

ADN, cuyo estudio proporciona informacion de la cantidad de ADN nuclear global, sin
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excluir la existencia de multiples aberraciones cromosomicas diferentes, estructurales
o numéricas. Normalmente, se expresa en forma de indices de ADN que se define
como la relacion entre el contenido de ADN de la poblacion tumoral y el de la
poblacion diploide control. Por definicion, las células no proliferantes con un
contenido de ADN diploide (referido como 2c) tienen un indice de ADN de 1.0
(152,155).

a) Cinética del ciclo celular

Las cuatro fases principales del ciclo celular se conocen como G, S, G, y M.
Las células diploides no replicativas se dice que estan en fase G, o Gy, del ciclo
celular, tienen el mismo contenido de ADN (2c), ya que el ADN esta contenido en
pares de cromosomas (2n). El intervalo entre el inicio del ciclo proliferativo y el inicio
de la sintesis de ADN define la fase G,; en la fase S o de sintesis de ADN, el contenido
de ADN se dobla a 4c, permaneciendo en este valor durante las subsecuentes fases de
G, y mitosis (fase M) (156).

El estado quiescente, descrito como G, 0 G, se caracteriza por un contenido
de ADN de 2¢ y un bajo contenido de ARN. El inicio del ciclo celular (fase G,) viene
marcado por el incremento progresivo del contenido de ARN a través de las fases G)p
(de transicion), G, y G5, aunque siempre menor que el que aparece en la fase S. El
contenido de ARN se incrementa linealmente durante las fases Sy G, (156;157).

En las fases de crecimiento exponencial, las células pasan por las fases G, S,
G, y M, para entrar nuevamente en G,,. Si las células no se replican durante un
periodo largo de tiempo, éstas tienden a revertir a Gq Y, st las células estan deprivadas
de nutrientes o estan expuestas a bajas temperaturas o inhibidores de la sintesis de
proteinas, entran transitoriamente en fases con bajo contenido de ARN, conocidas

como “S,”y “G,, “, frecuentes en los crecimientos neoplasicos ( 156).
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El porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular permite valorar
el comportamiento proliferativo de una poblacion celular, con lo cual podria estimarse
la fracciéon de crecimiento de una neoplasia. Una forma facil de expresarlo es la
siguiente (155):

Indice de proliferacion(%)= [(S + G, + M) / (G/G, + S + G,+M)] x 100

b) Interpretacion de los histogramas de ADN

Los histogramas uniparamétricos de ADN reflejan la distribucién de frecuencia
de contenido de ADN de los nucleos medidos. El analisis de ADN de los tejidos
normales proporcionara un histograma, que muestra: a) un pico correspondiente a las
células en fase Gy/G, del ciclo mitotico, y que representa aproximadamente el 90% de
las células de la poblacion; b) un segundo pico, correspondiente a las células en fases
G,y M, y, ¢) una meseta entre ambos picos, que representa a las células en fase S. los
dos ultimos grupos, en general, no representan mas del 10% de las células de la
poblacion (157,158). En el siguiente

dibujo se puede apreciar la porcion del

Go

histograma que representa a cada una de
las distintas fases del ciclo celular en

una poblacién diploide :
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Los picos GG, y G ,+M se distribuyen matematicamente segin distribuciones
normales con medias en 2¢ y 4c ( relacion G,+M / Gy/G, en el rango 1.9-2.1), mientras
que las células en fase S se distribuyen segun una distribucion mesonormal (158).

Segun los criterios sugeridos por la Convencion de la Nomenclatura para la
Citometria de ADN, «el diagnostico de aneuploidia de ADN deberia ser comunicado
cuando se demuestran al menos dos picos separados G,/G,» y «la presencia de mas de
un pico definido es el unico criterio aceptable de la existencia de una poblacion
celular/nuclear aneuploide» (159). Sin embargo, para otros autores la presencia de un
pico G,/G, que no corresponde con la referencia diploide es criterio suficiente para
clasificar la proliferacion como aneuploide (155).

La clasificacion de una proliferacion tumoral segun su contenido de ADN exige
la identificacion de poblaciones clonales que, arbitrariamente, se identifican por un pico
G,/G, -que constituye al menos el 10 % de las células medidas- y por la existencia de
un pico G,+M con doble contenido del anterior. A partir de los indices de ADN se

pueden clasificar las poblaciones tumorales como se refleja en la tabla siguiente:

INDICE DE ADN POBLACI()N SEGUN
PLOIDIA

0.95-1.10 Diploide

# (0.95-1.10) Aneuploide
<0.95 Hipodiploide
1.10-1.90 Hiperdiploide
1.90-2.20 Tetraploide (poliploide)
>2.20 Hipertetraploide

> 2 indices de ADN # (0.95-1.10) | Multiploide
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El término poliploidizacion de ADN se aplica a las circunstancias en las que el pico
G,+M de una poblacidn celular representa al menos el 15% de las células medidas y
cumple los requisitos para consﬁtuir, por si mismo, una subpoblacion clonal (159). -

Por otro lado, cada uno de los picos G/G, posee un coeficiente de variacion
(CV) definido por el cociente entre la desviacion tipica y la media del pico
correspondiente, o bien puede ser calculado graficamente como la mitad de la amplitud
del pico (en canales) cuando la altura es 0.6 veces la maxima (si la media y la moda de
la poblacién pueden ser asumidas como equivalentes), o como la anchura del pico a la
mitad de su altura méxima dividido por 2.35. Ambos métodos estan afectados por dos
parametros estadisticos de la distribucién de la poblacion: la curtosis y el sesgo
(desviacion de la moda respecto a la media).

Los CVs pueden ser tumor- y oOrgano-especificos; y tienden a ser
significativamente mayores en los tumores sélidos que en las neoplasias
hematopoyéticas (leucemias/linfomas) (160). La amplitud de los mismos también
puede indicar heterogeneidad biologica e inestabilidad genética, que requiera medida
de ADN en muestras tumorales de otras localizaciones (161). Ademas, histogramas
de ADN con amplios CVs pueden enmascarar lineas celulares aneuploides situadas
- proximas al rango diploide. En general, CVs >5-8% en citometria de flujo y >8-10%
en citometria estatica tienden a clasificarse como “amplios” e ininterpretables, aunque
valores tan altos como del 12 a 15% han sido considerados aceptables (157).

La resolucion de un estudio de citometria de ADN queda, pues, determinada por
la amplitud de los CVs y por el porcentaje de nicleos aneuploides (161).

Vindeldv y Christensen (162) han apuntado recientemente que «la interpretacion
de histogramas complicados depende fuertemente de la inspeccion visual y por ello del
juicio subjetivo de los investigadores individuales». De dificil interpretacion son

1) Los histogramas con picos unicos G,/G, y CVs amplios, que se

clasifican, en la mayoria de los casos, como “sospechosos”. Por el contrario, los
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histogramas con picos G,/G, asimétricos o con picos extra pequefios son a menudo
clasificados como aneuploides.

2) Los histogramas que presentan una fase S discontinua, que a veces se
clasifican como aneuploides. Tipicamente, la proporcion de células en fase S disminuye
a lo largo de la misma y es posible que solo reflejen pérdida preferencia de células en
fase S durante la preparacion de la muestra.

3) Los picos bifasicos, con CVs amplios (>1.5-2 CV del pico G/G,) o
asimétricos en la region G,+M, que son habitualmente interpretados como aneuploides,
incluso en los casos con asimetria ligera y en ausencia de una poblacién aneuploide
G,+M en el rango de 8c.

4) Poblaciones en el rango G,+M con una relacion G,+M / G/G, fuera
del rango 1.9-2.1, que pueden representar tincion no estequiométrica o que la deteccion
no fue lineal. En estos casos, la utilizaciéon de controles (p.¢j., eritrocitos de pollo) y
una relacion lineal en la deteccion de dobletes v tripletes permite la clasificacion certera
como aneuploides, incluso de picos pequeiios.

5) Casos con multiples subpoblaciones aneuploides, en los que la relacion
G,+tM / G/G, puede ser utilizada para demostrar inequivocamente que poblaciones
hipertetraploides representan la fraccién G,+M de los componentes aneuploides.

¢) Significado biolégico de la aneuploidia

Ya que el contenido total de ADN nuclear en la fase G/G, del ciclo celular es
proporcional al nimero medio de cromosomas, con la citometria de ADN puede
obtenerse una estimacion de los cambios numéricos en los cromosomas de las células
neoplasicas, si bien no proporciona informacion especifica de la aberracion estructural
o numérica (163). La resolucion de los citometros actuales permite resolver dos
poblaciones celulares en G/G, sdlo si existe, al menos, una diferencia en el contenido
de ADN del 4%. Por tanto, la pérdida de un cromosoma no se detecta normalmente

por esta técnica (157). A pesar de la naturaleza global de la informacion del contenido
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de ADN, existe una crecient; evidencia de una correlacion entre la aneuploidia de
ADN vy la agresividad biologica de los tumores solidos (164, 165, 160, 156). Los
estudios del contenido de ADN han demostrado cantidades anormales en, al menos,
las tres cuartas partes de los carcinomas humanos (Johnson y cols, 1988), con una
amplia heterogeneidad en las caracteristicas celulares, lo que ha permitido un
incremento en la probabilidad de detectar células neoplésicas y de identificar subtipos
celulares.

La asociacion entre la ploidia de ADN y el comportamiento biologico de los
tumores puede explicarse por una relacion directa entre la ploidia de ADN y el grado
de reordenamiento del genoma de la célula tumoral, que, en tltimo término, interferiria
con el funcionamiento apropiado de los programas normales de diferenciacion celular
y de control de la proliferacion (166, 167,163). Esta vision, sin embargo, no discrimina
entre los acontecimientos genéticos especificos implicados en la iniciacion y progresion
tumorales y los cambios secundarios al incremento de inestabilidad genética sin efecto
fenotipico (163).La aneuploidia de ADN y las anomalias cromosémicas -estructurales
o numeéricas- subyacentes pueden ser evidencia de la inestabilidad genética que se
produce durante el desarrollo tumoral. Aunque a la inestabilidad genética se le atribuye
un papel central en la evolucion clonal de los tumores, los mecanismos implicados son
poco conocidos (168) y no se sabe como esta inestabilidad da lugar a lineas celulares
tumorales estables que mantienen el mismo nivel de ploidia de ADN en las metastasis,
incluso después de afios. Se ha propuesto que la condiciéon esencial para el
establecimiento de lineas aneuploides en una poblacion celular genéticamente inestable
es el desarrollo previo de anomalias cromosémicas estructurales promotoras de la
proliferacion (169).

La pérdida de material genético puede, ademas, intervenir en el desarrollo de
neoplasias, por Deleccién de genes supresores de neoplasia que alterarian la regulacion

del crecimiento celular (170).
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Indiscutiblemente, la citometria de ADN se eété aplicando de forma creciente
para el estudio y comprension del comportamiento tumoral. La Academia Internacional
de Citologia junto con la Sociedad Americana de Citologia organizé en Chicago una
Reunién Internacional sobre “Computerized Cytology and Histopathology Laboratory”
en marzo de 1990. Uno de los principales acuerdos de dicha reunion fue crear un
“Task Force™ para la estandarizacion de los métodos de cuantificacion en patologia
diagndstica. El “Task Force” diferencia la utilizacion de la citometria de ADN para
“Diagnostico de Neoplasia”, “Grado de Malignidad” y “Monitorizacion Terapéutica”.
Asi mismo, se establecio que, por el momento, la citometria de ADN es el método de
cuantificacion diagnoéstica recomendable para la rutina clinica. Las razones para ello
son las siguientes:

1.- La citometria de ADN se apoya en bases teorico-biologicas de citogenética
tumoral.

2.- El método esta suficientemente estandarizado y es reproducible.

3.- Se dispone en el mercado de una amplia gama de aparatos de citometria
estatica y de flujo, facilmente utilizables.

4.- Se han desarrollado algoritmos de interpretacion objetivos.

5.- Existen suficientes estudios que confirman la validez de la citometria de
ADN como método diagnéstico y de estimacion pronostica para la mayoria de los

fumores.

VID)ESTUDIOS CITOMETRICOS DE PLOIDIA DE ADN APLICADOS AL
ESTUDIO DE FEOCROMOCITOMAS

El numero de articulos con estudios citométricos para la determinacion de la ploidia
de ADN en feocromocitomas o paragangliomas es relativamente elevado. Sin embargo,

los que utilizan citometria de flujo en paragangliomas simpatoadrenales son menos
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numerosos. Y dicho nimero se reduce aun mas si consideramos que con frecuencia un
mismo grupo de estudio es responsable de varios articulos sobre el tema.

La mayor parte de los trabajos incluyen tanto feocromocitomas suprarrenales como
extraadrenales (aortosimpaticos), dado que no existen diferencias significativas en el
patrén de distribucion de ADN entre unos tumores y otros (171, 172, 173,174, 175),
aunque algunos articulos sefialan una menor frecuencia de patrones anémalos de
ploidia en tumores adrenales que extraadrenales (64% versus 82%) (176). La situacién
es diferente respecto a los paragangliomas parasimpaticos (177).

Los parametros citométricos mas utilizados hacen referencia a la ploidia de ADN
en funcién del indice de ADN, siendo escasos los articulos en los que se realiza un
estudio detenido de las diferentes fases del ciclo celular (178, 179, 180,181), aunque
no se trata de parametros del todo independientes.

Aunque la metodologia y criterios empleados (citometria estatica o de flujo, criterios
de clasificacion de los histogramas, criterios de malignidad, tiempo de seguimiento, etc)
no son del todo uniformes, si es posible en la mayoria de los casos realizar
comparaciones entre los resultados obtenidos en los diferentes articulos.

Los patrones citométricos de distribucion del ADN han sido correlacionados con
multiples variables clinicas y biologicas, destacando sobre todas ellas, por su
trascendencia practica, las dependientes del comportamiento biolégico y del prondstico
de este tipo de neoplasias. Los resultados a este respecto han sido con frecuencia
contradictorios y motivo de controversia.

Los patrones nucleares de ploidia de ADN han sido estudiados tanto en glandula
suprarrenal normal (incluyendo médula) como en hiperplasias de médula suprarrenal
y en neoplasias (feocromocitomas o paragangliomas). La mayoria de los autores
sefialan un patrén diploide de ADN tanto en médula suprarrenal normal (176, 179,182,
183) como hiperplasica (10, 184). Tan solo en un articulo se observa un patrén

aneuploide (DI: 1,6) en tejido adrenal normal (adyacente a carcinoma renal),
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postulando los autores “una transformacién tumoral no identificable morfoldgicamente
en glandulas normales, va que constituye la base para la posterior clarificacion de los
histogramas (diploide versus tetraploide). Dichos valores medios (+/- DS) han sido
similares en dos estudios: 8,32 +/- 1,96 (173) y 8,22 +/- 1,94 (176) oscilando entre €l
1 y9 % en otro (183).

Los patrones citométricos aneuploides de distribuciéon de ADN, considerados
globalmente, en estudios que incluyeron feocromocitomas simpatoadrenales (FSA) ,
han oscilado entre el 20% (185) y el 88% (184, 186). En la mayoria de los articulos las
cifras de aneuploidia de ADN oscilan entre el 60% y el 70% (171, 172, 176, 178, 183,
187, 188, 189 ) siendo menos los trabajos con valores superiores al 70% (174, 184,
190, 191) o inferiores al 50% ( 173,175, 182, 185).

De la Clinica Mayo, y a partir de un mismo grupo de pacientes, se originan cuatro
publicaciones sobre el significado clinico del patrén de ploidia de ADN en
feocromocitomas (176, 187, 188, 193). De ellos, el que recoge un mayor niimero de
pacientes (n=184) es el articulo de Nativ en Cancer en 1992 (176) donde se sefiala que
la ploidia de ADN es una variable pronéstica importante e independiente en pacientes
con feocromocitoma. En dicho estudio ninguno de los pacientes con histogramas
diploides (n=64) present6 metéstasis ni muri6 de la enfermedad ( p menor 0,01), y tan
slo 1 tuvo recidiva de la misma. Todos los pacientes con progresion de la enfermedad
(n=22) menos 1 tuvieron un patrén andémalo de ploidia (p menor de 0,001) con un
indice de fracaso (progresion o muerte por cancer) del 32% para tumores con
histogramas aneuploides o tetraploides. Este mismo autor y en el mismo afio confirma
en otro articulo (193) sobre 88 pacientes con PSA, el buen pronéstico de los pacientes
con histogramas diploides. Estos dos articulos fueron precedidos por otros dos del
mismo grupo de la Clinica Mayo (188, 187). En 1987 Hosaka y cols (188), sobre 62

pacientes con un seguimiento minimo de 10 afios obtuvieron los mismos resultados:
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todos los pacientes con histogramas normales tuvieron un burso clinico benigno, y el
31% de los pacientes clasificados como ADN tetraploides y el 39% de los que
presentaban un pico aneuploide tuvieron evidencia de malignidad. Estas diferencias
fueron significativas (p menor 0,05 y p menor 0,02 respectivamente). Este mismo autor,
en 1991 (187), a partir de los mismos pacientes, hace algunas apreciaciones de indole
practica y metodoldgica sobre los criterios de clasificacion e interpretacion de los
histogramas no aneuploides (superioridad del parametro 4C sobre el indice de
proliferacién y utilidad del cociente 4 ¢/s y pico en &c), y propone una clasificacion
pronostica de los feocromocitomas en funcién de los patrones de ploidia de ADN.

El primer estudio citométrico sobre ploidia de ADN en feocromocitomas fue
publicado en 1971. En él Lewis y cols (185), estudian, por citometria estatica, el
contenido de ADN de 15 tumores, observando un comportamiento benigno en los 12
casos con patrén diploide y maligno en los 3 casos con patron aneuploide. Los
comienzos eran alentadores.

Otros estudios igualmente favorecen la utilidad pronostica de la ploidia de ADN.
Sasagawa en un estudio sobre 19 pacientes obtiene resultado diploide en todos los PSA
benignos v aneuploide en los 2 casos malignos (192). Cope realiza estudio
citomorfométrico en 27 tumores observando igualmente un comportamiento benigno
en todos los feocromocitomas con patrén diploide(194).

Sobre los pacientes con feocromocitoma atendidos en el Chang Gung Memorial
Hospital se han realizado 3 publicaciones (171, 172, 173). Lai (171) estudia 58 casos
apreciando benignidad en todos los tumores diploides y siendo los 4 tumores malignos
tetraploides (otros 17 casos fueron benignos y tetraploides). Huang publica unos
resultados casi idénticos aunque con un numero inferior de casos (n= 30)(p menor
0,05) (172). La tercera publicacion procedente del Chang Gung Memorial Hospital
expone los resultados del estudio de 79 tumores. El 71% fue diploide (todos benignos)

y el resto aneuploides o tetraploides (incluyendo los 7 casos malignos)(p=0,0003)
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(173). No obstante en esta publicacion se incluven 15 tumores extra-abdominales, uno
de ellos maligno.

Por Eéontra otros autores cuestionan o niegan la utilidad pronostica de la ploidia de
ADN; Heaney (195) incluye en su estudio 26 pacientes con seguimiento clinico
superior a 5 afios. De ellos tres murieron de la enfermedad de los cuales dos mostraron
un patron diploide , al igual que otro paciente con recidiva , pero todavia vivo
.Concluye que la citometria de ADN no es capaz de discriminar entre tumores benignos
y malignos. Pattarino(196) ,que no aporta experiencia propia, revisa globalmente los
resultados de las , a su juicio , principales publicaciones realizadas sobre el tema.
Aunque admite que las diferencias en el patrdn de distribucion de ploidia entre tumores
benignos y malignos es claramente significativa (p menor de 0,0005) , sefiala que la
sensibilidad de los patrones andmalos de ploidia en la prediccion de malignidad es sélo
del 18%. Ademas manifiesta la heterogeneidad de los diferentes estudios y la necesidad
de un seguimiento a mas largo plazo para validar completamente las conclusiones al
respecto.

Gonzalez-Campora (177) estudia 16 PSA (4 malignos) observando que el unico
caso con patron diploide tuvo comportamiento maligno. Gosset (197) cita un patron
de ploidia similar en tumores benignos y malignos, y en un estudio previo realizado por
el mismo grupo (190) sobre 18 PSA malignos. el 17% presentd un patrén diploide.

Palberg realiza un estudio citofotométrico sobre 43 feocromocitomas suprarrenales,
y concluye que el patron de ploidia de ADN no permite la discriminacion entre tumores
benignos y malignos y no ofrece informacién pronéstica (184).No obstante’, ninguno
de sus tumores diploides (n=5) tuvo un comportamiento maligno. Esta misma autora,
en ese mismo afio y sobre el mismo numero de casos expone en una segunda
publicacion unos resultados idénticos a los anteriores(186).

Van Dekken (174) estudia por citometria de flujo de ADN 23 feocromocitomas (18

"primarios” y 5 "metastasicos"), no observando correlacion entre ploidia y progresion
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tumoral (primario, metastasico). Jung(175) publica en su serie la existencia de un PSA
maligno con contenido diploide de ADN, asi como los frecuentes patrones aneuploides
o tetraploides en tumores benignos (175); Grignon determina la ploidia de ADN de 3
feocromocitomas vesicales e indica que el patron de ploidia de ADN no puede ser
usado como criterio de malignidad (181)dado que uno de los casos micialmente
diploide recidivo y dio metastasis.

Existe por ultimo, un grupo de articulos en los que so6lo se incluyen tumores
benignos (179, 182, 183, 191) o en los que no se recoge el comportamiento
clinico(178). Itakura no aprecia correlacion entre el patron aneuploide (29% de sus
casos) y el pronostico en 14 feocromocitomas (182). Zhang publica 19 casos, la
mayoria de los cuales presentaban patrones aneuploides(84%)(191). Amberson
1gualmente comunica una frecuencia de contenidos aneuploides de ADN del 68% en
19 feocromocitomas benignos (183). Klein en su serie de 7 neoplasias suprarrenales
comunica un feocromocitoma benigno tetraploide (179).

Remmelink trata de correlacionar, en tumores suprarrenales, el contenido nuclear
de ADN con el origen de la neoplasia (cortical, medular, metastasica) y sefiala una alta
incidencia de tetraploidia en feocromocitomas (178).

Respecto a la relacion entre ploidia de ADN vy el caracter familiar (MEN,
facomatosis) de los feocromocitomas, Nativ (176,193) encuentra una menor frecuencia
de patrones diploides en los tumores de dichos pacientes. Sin embargo, Padberg (184)
no encuentra diferencias en el contenido de ADN de los tumores en pacientes con/sin
sindromes MEN.

Otros parametros clinicos y analiticos han sido correlacionados con los patrones
citométricos de distribucién del ADN, no observandose relacion con la edad (171,173),
sexo (171, 173, 176), clinica (171, 173 ), tamaiio del tumor (171, 176 ), histopatoldgia
(173) o niveles de catecolaminas (171, 172, 173, 176, 192). Nativ (176) encuentra una

mayor incidencia de aneuploidia en pacientes menores de 30 afios.
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Los feocromocitomas son neoplasias no excepcionales derivadas del sistema
paraganglionar simpatoadrenal que pueden asociarse a diferentes sindromes familiares.
Aunque el curso bioldgico es habitualmente benigno, algunos casos presentan un
comportamiento agresivo. Ciertos caracteres clinicos, biologicos, morfologicos e
inmunohistoquimicos se observan con mayor frecuencia en el grupo de tumores
malignos, aunque ninguno de ellos, aisladamente o combinados, es capaz de definir
anticipadamente el potencial agresivo del tumor.

En consecuencia, el diagnostico de feocromocitoma (salvo malignidad inicial
evidente) va seguido de un periodo de incertidumbre muy prolongado que obliga a un
seguimiento clinico y analitico periddico del paciente durante afios.

La determinacion de la ploidia del ADN mediante citometria de flujo ha sido
aplicada al estudio de los feocromocitomas. Son varios los aspectos analizados en este
sentido, aunque destacando los que hacen referencia al pronéstico. En esta vertiente
los resultados han sido motivo de controversia. En el presente trabajo se pretende
aplicar la citometria de flujo (ploidia y otros datos citométricos) al estudio de los
feocromocitomas, intentando establecer la correlacion oportuna con los datos
anatomopatoldgicos mas relevantes.

En consecuencia se pretende:

Estudiar la utilidad de la valoracién paramétrica del ADN en los
feocromocitomas, mediante citometria de flujo.

Establecer una posible correlacion entre la valoracién de los parametros
citométricos y la valoracion de los pardmetros morfoldgicos.

Todo ello con el objeto de incidir en la capacidad del diagndstico

anatomopatologico en la prediccion del comportamiento biologico.



MATERIAL Y METODOS

R



Material y métodos - . 65

Finalmente fueron seleccionados 36 casos correspondientes a otros tantos
pacientes con PSA procedentes de los archivos de los departamentos de Anatomia
Patologica de varios hospitales, en su mayor parte del H.U. Virgen del Rocio y H.U.
Virgen Macarena.

I)Variables clinicas:

Se revisaron las historias clinicas de todos los pacientes incluidos en el estudio,
recogiéndose los datos referentes a la siguientes variables clinicas:

- Edad (afios).

- Sexo (hombre/mujer)

- Localizacion del tumor (1-suprarrenal derecha 2- izquierda 3-bilateral 4- extra-
adrenal).

- Antecedentes (0- sin interés, 1- MEN 2a, 2- familiar no MEN, 3- otros tumores
malignos no endocrinoldgicos, 4- otros, 5- TBC, 6- abortos, 7- diabetes, 8- displasia
fibromuscular).

- Tiempo de evolucion (meses)

- Sintomatologia inicial (1-HTA, 2- crisis HTA,3- incidental, 4- otros).

-Estado de seguimiento (1- muerto de la enfermedad, 2-libre, 3- muerte de otra
causa, 4- vivo con evidencia de enfermedad)

- Criterios de malignidad (1- infiltracién extensa de estructuras adyacentes
incluyendo grandes vasos, 2- recidiva, 3- metéstasis).

- Tiempo hasta la deteccion de la enfermedad.

- Localizacion de las metastasis (1- G, 2- higado, 3- hueso, 4- otros, 5- varios).

-Niveles urinarios de adrenalina, noradrenalina (NA), AVM, HV y dopamina.

- Niveles plasmaticos de catecolaminas.

- Progresion de la enfermedad a sitios cromafines.

-Repercusion vascular de la HTA (1- retinopatia, 2- cardiopatia, 3- nefropatia,

4- varlos, 5- no).
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Todos los pacientes fueron sometidos a tratamiento quirirgico con finalidad

curativa no recibiendo otros tipos de terapia oncologica previa a la intervencion.

II)Variables anatomopatolégicas:
A) Macroscépicas: fueron obtenidas a partir del informe anatomopatologico
emitido en su dia.
- Peso (gr).
- Didmetro maximo (cm).
- Quustificacion: 1- solido, 2- areas quisticas.
- Nodularidad: 1- unicéntrico, 2- multinodular.

B) Histopatologicas:

Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, se incluyeron en parafina
de forma rutinaria y se tifieron cortes de 5 micras con hematoxilina-eosina. En cada
caso se estudiaron todas las preparaciones disponibles (entre 1 y 16) y se estudiaron
las siguientes variables:

- Presencia de capsula: 1- completa, 2- incompleta, 3- no.

- Infiltracion capsular:1- focal, 2- multifocal, 3- penetracion capsular

completa.
- Presencia de tejido adiposo pardo peritumoral o periadrenal: 1- no, 2- si.
- Patron arquitectural predominante: 1- alveolar 2- trabecular, 3- solido.
- Patrén arquitectural secundario: 1- no, 2- alveolar, 3- trabecular, 4-
solido.

- Presencia de necrosis: 0- no, 1- focal: pequefios grupos celulares, 3-
confluente: areas mas extensas.

- Hemorragia: 0- no, 1- extravasacion eritrocitaria leve, 2- moderada, 3-
franca.

- Invasion vascular: 0- no,1- vasos intratumorales, 2- peritumorales, 3-
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células aisladas en el interior de los vasos, sin fijacion partetal.

- Cambios estromales: 1- cambio mixoide, 2- hialinizacion perivascular
(capilares), 3- hialinizacién mas extensa, 4- cambio mixoide y hialino.

- Tipo celular predominante: 1- células grandes poligonales, 2- células
pequeiias poligonaies, 3- células pequeiias redondas, 4- células fusiformes.

- Segundo tipo celular: 0- no, 1- poligonales grandes, 2- poligonaies
pequeiias, 3- redondas pequeiias, 4- céluias fusiformes.

- Pleomorfismo nuclear: variabilidad en el tamario y forma de las céluias:
1-leve, 2- moderado, 3- severo.

- Presencia de globulos hialinos intracitoplasmicos: 0- no, 1- raros, 2-
ocasionaies, 3- frecuentes.

- Presencia de pseudoinclusiones intranucleares: 0- no, I- raras, 2-
ocasionales, 3- frecuentes.

- Presencia de material similar ai coloide tiroideo con frecuencia con
“vacuolas de resorcion” en periferia: 0- no, 1- ocasional y escaso, 2- frecuente y
amplio.

- Presencia de pigmento: 0-no, 1- en macrofagos, 2- en células tumorales,
3- en macrofagos y células tumorales.

- Diferenciacion hacia células ganglionares: 0- no, 1- si.

- Contaje de mitosis: se evaluaron al menos 40 campos de gran aumento
(40x con un area de 0,105 mm?2). Se expresé en mitosis / 40 CGA.

- Presencia de nicleos grandes: al menos 3-4 veces (con frecuencia mas)
el tamafio promedio de los nucleos tumorales. 0- no, 1- raros, 2- ocasionales, 3-
frecuentes.
II)Estudio del ADN por citometria de flujo.

Se seleccionaron , en la medida de lo posible, aquellos bloques que presentaban

ademas del tumor, tejido normal como control interno (en la mayor parte de los casos
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corteza suprarrenal adyacente al tumor) sin superar este ltimo el 20% del total de la
muestra. Se evitaron igualmente los bloques con focos de necrosis, hemorragia y
fibrosis. Se realizaron dos cortes de 50 micras de espesor, para estudio citométrico y
otros dos cortes de 5 micras inmediatamente antes y después de los anteriores para
control del material empleado. En todos los casos se utilizo para estudio citométrico el
tumor primario, estudidandose mas de un bloque en algunos de los casos En tumores
bilaterales o miultiples se estudiaron muestras de varios de ellos o en su defecto, los de
mayor tamaiio.

La disgregacion se realizé siguiendo el método de Hedley y cols. (1983)
modificado(198). En sintesis, tras desparafinado (2 horas) e hidratacion progresiva, se
tritur6 la muestra y se digiri6 enzimaticamente con pepsina (5 mg/ml en suero
fisiologico a pH 1.5, 35 minutos a 37°C). Se filtr6 la muestra por una malla de nylon
de 50 ym de poro y el filtrado se centrifugdé a 2000 rpm (5 minutos) y se tifid con
yoduro de propidio (50 wg/ml en PBS), tras digestion con RNasa A (100 ug/ml) y
resuspension, durante 8 a 12 h, en oscuridad a 4°C . Tras filtracion se analizaron con
un citometro de flujo FACScan (Becton-Dickinson) , verificando el procedimiento con
un microscopio de fluorescencia. Las células se estudiaron con el citometro tras
estimulacion con luz de 515 nm, luz de emisién de 625 nm, en un nmero minimo de
35.000 por caso.

La calibracion del citometro de flujo se realizé con nucleos de eritrocito de pollo
(Becton Dickinson). En todos los casos se utilizaron controles diploides externos
constituidos por linfocitos procendentes de bloques de parafina de ganglios linfaticos
sin patologia, que se procesaron de la misma forma que las lesiones. Ademas, la
mayoria de las muestras llevaban un control interno de tejido normal adyacente a la
lesion. El sistema de configuracion ortogonal del citémetro permitio discriminar los
dobletes y tripletes por comparaciéon de la fluorescencia emitida y el area de los

nucleos.
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Los resultados de las diferentes mediciones fueron expresados en forma de
histogramas de frecuencia, en el que el numero de células tefiidas es relacionado con
la energia fluorescente expresada en niimero de canales.

A)Clésiﬁcacién de los histogramas.

1) Diploide: presencia de un tnico pico G0-G1 con un indice de ADN de
1 por definicion.

2) Aneuploide (hiperdiploide): presencia de un segundo pico GO-G1
(ademas del pico GO-G1 diploide) con un indice de ADN comprendido entre 1,15 y
1,89. Se asume que el primer pico corresponde a la fase GO-G1 del control interno.

3)Tetraploide: presencia de mas de un 20% de los nucleos medidos con
un contenido de ADN situado en la region 4¢ y con un indice de ADN comprendido
entre 1,9y 2,3.

B) Indice de ADN: Resultado del cociente entre el contenido de ADN del pico
G0-G1 aneuploide y el contenido de ADN del pico G0-G1 de la poblacion diplode.

C)Coeficiente de variacion de los diferentes picos: Se calculd por el “método
formula” como la amplitud del pico a la mitad de su altura dividido por 2,35 (161) . Se
descartaron los casos en los que el coeficiente de variacion del pico GO-G1 de la
poblacion diploide fuera mayor de 10.

D)Porcentaje de células en los distintos ranges de ADN: Concretamente los
rangos diploide, hiperdiploide, tetraploide e hipertetraploide. Se consideran diploides
las células distribuidas en torno a la media del pico G0-G1, dentro de un rango no
superior a dos desviaciones tipicas, que en una distribucion normal representa
aproximadamente los 2/3 de la poblacién; los demas rangos se establecieron en relacion
al namero de canales que definian el rango 2c. También se analizaron las distintas fases
del ciclo celular de las diferentes poblaciones. En el calculo de los porcentajes de
células en los distintos rangos, se excluyeron las células con contenido de ADN menor

que el limite inferior del primer pico G0-G1 y mayor que el limite superior del tltimo
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pico G2M.

E)Indice de proliferacién global: Definido como el porcentaje del cociente
entre el numero de células en fase S+G2+M vy el total de células medidas (GO-
G1+S+G2+M).

F)Cociente entre el porcentaje de células en la region 4c y en fase S(Coc.

4¢/S): Aplicado exclusivamente a las poblaciones diploides y tetraploides.

IV)ESTUDIO ESTADISTICO
Se realizaron los siguientes cruces de variables:
A) Ploidia de ADN con:

1- Pronostico (malignidad y progresion).
2- Caracter familiar o esporadico.
3- Asociacion o no a Sindrome MEN.
4 - Cada una de las variables anatomopatologicas.
5- Edad, sexo y localizacién del tumor.

B)Indice de ADN (< o > 1,75), indice de proliferacién, cociente 4¢/S'y % de
células en rango hipertetraploide con:

- Pronostico (malignidad y progresion).

C)Variables anatomopatologicas con:

1- Pronostico (malignidad o progresion).
2- Caracter familiar o esporadico.
3- Asociacion o no a Sindrome MEN.

Para las variables categoricas, cuando ha sido posible la elaboracion de tablas
de contingencia de 2x2, se han tomado los valores de p- value correspondientes a la
prueba exacta de Fisher en distribucién de 2 colas. Cuando no ha sido posible la
elaboracién de tablas de contingencia de 2x2, se han tomado los valores de p-value

correspondientes al test de normalidad de Pearson aunque indicandose en cada caso si
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las frecuencias esperadas son inferiores a 5 (en cuyo caso so6lo se pueden extraer
conclusiones de lo que pasa en la muestra, pero no pueden ser extrapoladas).

Para estudiar si existe relacion entre variables continuas y categoricas, es
necesario utilizar técnicas de analisis de la varianza. Debido a la falta de
homocedasticidad se aplicaron técnicas no paramétricas (contraste de Kruskal-Wallis),
aunque la posterior aplicacion de técnicas paramétricas dieron resultados similares.

El estudio estadistico fue llevado a cabo a través de bases de datos en formato
ACCESS 97 y los programas estadisticos STATGRAPHICS 6.0 y BMDP 7.0 en

plataforma unix.
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El estudio se realizé finalmente sobre 36 tumores correspondientes a otros
tantos pacientes. La muestra se distribuyo a partes iguales entre hombres y mujeres (18
casos cada uno), siendo la edad media de 37,6 afios (rango: 10 a 64 afios). El origen
de la neoplasia fue suprarrenal en 32 casos (17 en lado derecho, 6 en lado izquierdo y
O bilaterales) y extra-adrenal en 4 (todos malignos y 1 multicéntrico). Trece de los
tumores ocurrieron en un contexto familiar (9 asociados a Sindrome MEN tipo Il a,
3 asociados a enfermedad de von Recklinghausen y 1 a enfermedad de von Hippel-
Lindau).

Ocho de los tumores cumplieron al menos 1 de 3 criterios de malignidad: 1-
infiltracion extensa de estructuras adyacentes, incluyendo grandes vasos (5casos), 2-
recidiva (3 casos) o 3- metastasis (4 casos). En un caso la enfermedad progreso
posteriormente a la suprarrenal contralateral (aunque sin signos de malignidad). Cinco
de los pacientes han fallecido (1 a consecuencia del tumor, 1 en el postoperatorio, 3 por
carcinoma medular de tiroides). En todos los casos se obtuvo informacion clinica de
seguimiento (revisando la historia clinica o por informacion verbal del médico que los
atendio) excepto en 2 de los casos malignos (1 de ellos fallecido en el postoperatorio).

El tiempo de seguimiento medio ha sido de 51,25 meses (rango 0 a 192 m) para
el total, 59,75 meses (rango 0 a 192m) para los malignos y 48,82 meses (rango 3 a 180)
para los benignos. Entre los antecedentes personales constan tumores malignos no
endocrinologicos (4 casos), diabetes mellitus (5 casos), tuberculosis, abortos, displasia
fibromuscular y otros. La sintomatologia inicial mas frecuente fue la hipertension
arterial (27 casos, 21 de ellos con crisis) siendo un hallazgo incidental o con otra
sintomatologia en 8 casos. La malignidad fue evidente en el momento del diagndstico
en 6 casos, detectdndose a los 24 y 108 meses en los otros 2. Consta repercusion de la
hipertension arterial a nivel retiniano, renal o cardiaco en 12 casos (6 en retina, 2 renal

y 7 en corazén). Los datos clinicos mas sobresalientes de cada caso se hallan reflejados
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en la tabla 1 (pag 84 ).

Respecto a los datos citométricos, los CVs de los picos 2¢ oscilaron entre 6,05
y 9,91 (media:8,15). Dicho valor medio para los tumores aneuploides fue de 7,49 y de
8,25 para los tetraploides. El indice de ADN fue de 1 para los casos diploides (por
definicién) y oscild entre 1,31 y 1,86 para los aneuploides , y entre 1,92 y 2,05 para los
tetraploides. Considerados globalmente todos los casos, el 61% mostré un patrén
anomalo de ploidia. Fueron observados contenidos aneuploides (hiperdiplodes) de
ADN en un tercio de los casos (33,3%). En nuestro estudio la frecuencia de tetraploidia
de ADN ha sido del 28%. Todos los casos con patrdn diploide (39%) han tenido un
curso biologico benigno, mostrando patrones andémalos de ploidia todos los casos
malignos o con progresion de la enfermedad a otros lugares cromafines. Estas
diferencias en la distribucion de los patrones citométricos de ploidia han resultado
estadisticamente significativas (prueba exacta de Fisher con p = 0,013 para casos
malignos y p = 0,016 si incluimos los casos malignos y con progresion a lugares
cromafines.). Del total de casos (n = 36), 12 (33%) mostraron un patrén aneuploide (de
ellos 4 malignos) y 10 (28%) tetraploide (4 de ellos malignos).Estas diferencias de
ploidia en cuanto al pronoéstico, han sido estadisticamente significativas(prueba exacta
de Fisher con p= 0.03311 y 0.01976 para los tumores aneuploides y tetraploides
respectivamente).

De nuestros resultados se deduce un indice de malignidad para aquellos tumores
con patrones anomalos de ploidia del 36%. La frecuencia de malignidad para tumores
aneuploides y tetraploides ha sido del 33% y del 40%. Respecto al indice de ADN
(DI), observamos que el 39% de los casos presentan un valor mayor o igual a 1,75
(Rango tetraploide y aneuploide peritetraploide) incluyéndose en este grupo(DI> 1,75)
7 de los 8 casos malignos (87,5%). Tan s6lo 1 de los tumores malignos y otro benigno

con progresion de la enfermedad (recidiva posterior en glandula suprarrenal
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contralateral) presentaron DI <1,75 (rango diploide y aneuploide no peritetraploide).
Las diferencias entre ambos grupos (DI > ¢ < 1,75) han sido estadisticamente
significativas (prueba exacta de Fisher con p = 0,0025 para malignidad y p= 0,0144
para progresion). Si consideramos solo los casos con patron aneuploide (12, de los
cuales 4 son malignos y 1 con progresion) advertimos que 4 (33%) presentan DI >1,75
y de estos , 3 son malignos (75%). Entre los 8 casos aneuploides con DI < 1,75 (67%)
solo 1 ha sido maligno (25% de la malignidad) v otro era benigno con progresién de
la enfermedad. Dentro del grupo aneuploide estas diferencias en cuanto al indice de
ADN han sido significativas para la malignidad (Fisher con p = 0,0666) pero no para
la progresion (Fisher con p=0,2222).

Respecto al indice de proliferacién en general, hemos obtenido valores muy
elevados que no se correlacionan de forma estadisticamente significativa con el
pronostico de los PSA. De los 10 tumores tetraploides, 6 presentan un cociente 4¢/S
mayor o igual a 1,3, incluyéndose en este grupo todos los tumores malignos con patron
tetraploide No hemos observado diferencias significativas en cuanto a la distribucién
de la ploidia entre tumores esporadicos y familiares (MEN, facomatosis). Tampoco
hemos observado relacion entre el % de células en el rango hipertetraploide y el
pronostico. Respecto a la localizacion y lateralidad hemos hallado, entre los tumores
adrenales, un predominio del lado derecho y una alta incidencia de bilateralidad (25%).
No hemos hallado diferencias significativas en la ploidia respecto a la localizacién y
lateralidad (p > 0,1 aunque con frecuencias esperadas menor a 5). Del total de la
muestra el 50% son varones y el 50% son mujeres. Sin embargo, el 50% de los tumores
en varones han adoptado un patrén tetraploide frente a un 5,5% de las mujeres. Por
contra el 50% de las mujeres han mostrado un patrén aneuploide en PSA frente a un
17% de los varones. Estas diferencias han sido estadisticamente significativas (Pearson
con p = 0,0078 y frecuencias esperadas mayor o igual a 5 en el 100%). Las diferencias

sexuales desaparecen cuando los patrones aneuploides y tetraploides son integrados en
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el mismo grupo. Los datos citométricos correspondientes a cada caso se hallan
reflejados en la tabla 2 (pag. 85 ). Las figuras 1-4 (pag.80-83) reproducen un

histograma representativo de cada tipo.

Entre los caracteres anatomopatologicos se observaron areas quisticas en 6
tumores (17%), siendo 7 (19%) multinodulares. Se observo la presencia de T.A.P. en
12 casos (33%) y en 4 esta variable no fue evaluable. La capsula estaba completa en
24 casos (66,7%), estando incompleta en 11 (50%) y ausente en 1 (3%). Existid
invasion focal de la capsula en 6 tumores (17%) y penetracion completa en 7 (19%).
El patron histologico predominante mas frecuente fue el trabecular (64%) seguido del
alveolar (25%) y el difuso (11%). No obstante, se observo la existencia de un segundo
patron, menos extenso, en 22 de los casos (61%). Se observo necrosis focal en 9
tumores (25%) y confluente en 5 (14%). Se evindenciaron focos de extravasacion
eritrocitaria (de diferente cuantia) en el 75% de los casos. Se observo invasion vascular
en 2 casos (5,6%; ambos malignos). Las alteraciones estromales fueron frecuentes y
consistieron en cambio mixoide (11%), areas de hialinizacion o fibrosis fina, pericapilar
(12,8%) o mas extensa (28%) o cambio mixoide y fibrosis (17%).El tipo celular
predommante fue , célula poligonal grande (66%) y pequeiia (25%), siendo célula
pequetia redonda en 3 casos (8,3%). Las areas fusocelulares se apreciaron en 7 casos
(19%) y nunca de forma predominante. El pleomorfismo nuclear fue leve en el 28%,
moderado en el 50% e intenso en el 22% de los casos. (Media 2 para los tumores
benignos y 1,75 para los malignos). Se observaron globulos citoplasmicos hialinos en
el 61% de los casos (raros 33%, ocasionales 8% y frecuentes 19%) y pseudoinclusiones
intranucleares en el 44% (raros 38%, ocasionales 3% y frecuentes 3%). Se observd la
presencia de material coloide en el 39% de los casos, aunque casi siempre de manera
escasa y ocasional. Se aprecio6 pigmento en el interior de los macréfagos en 14 casos

(38%), en células tumorales en 2 (6%) y en ambos en 4 (11%). Fue evidente la
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diferenciacién hacia células ganglionares en 3 casos (8,3%) y se observaron nucleos
muy grandes (al menos 3-4 veces el tamaiio promedio de los restantes nucleos, con
frecuencia mucho mas) en el 67% de los casos.

No se ha observado correlacion estadisticamente significativa entre la ploidia de
ADN y dichos caracteres anatomopatoldgicos con excepcion de la infiltracion capsular
(p=0,0441) aunque con el test de Pearson y frecuencias esperadas menores de 5. De
los tumores diploides el 85% no infiltra la capsula frente a un 50% de los no diploides.
Todos los tumores con penetracion capsular (n= 7) presentaron un patroén no diploide.

La incidencia de bilateralidad fue en los casos asociados a S. MEN del 77%
(frente a un 9% de los tumores adrenales no ME’N).Iguahnente, apreciamos una alta
frecuencia de multinodularidad en tumores asociados a Sindrome MEN (50%) frente
a un 7% de los esporadicos (test de Fisher con p= 0,0055). La frecuencia de tejido
adiposo pardo periadrenal o peritumoral en los casos asociados a S. MEN ha sido. en
nuestro estudio, del 67%, frente a un 22% de los casos no MEN (test de Fisher con p=
0,0362). La presencia de globulos hialinos fue detectada en el 89% de los casos MEN
frente a un 52% de los casos no MEN (p= 0,0619 con test de Fisher). Ademas, el
numero de globulos hialinos fue bastante superior en los casos MEN (frecuentes en el
62%) que en los no MEN (frecuentes solo en el 14%). Los tumores asociados a S.
MEN presentaron una mayor frecuencia de capsula tumoral incompleta o ausente:
67% frente a 22% (test de Fisher con p= 0,0362). Si analizamos por separado en 2
grupos los tumores esporadicos y los familiares (a los 9 casos MEN habria que afiadir
4 asociados a facomatosis) se observa correlacién con significacion estadistica para los
mismos parametros histoldgicos (grasa parda, glébulos hialinos, capsula).

En nuestro estudio el peso medio de los tumores benignos fue de 101 gry el de
los malignos 250 gr. (Contraste de Kruskal-Wallis con p=0,0284).En nuestro estudio
la quistificacion ha sido mas frecuente en tumores malignos (25% frente a 14%) aunque

sin significacion estadistica (p>0,1).En nuestra serie hemos observado diferencias
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significativas en cuanto a mavor frecuencia de necrosis tanto para la malignidad como
para la progresion (test de Fisher con p =0,0360 y p = 0,0144 respectivamente) Asi,
hemos observado una frecuencia de necrosis del 75% en tumores malignos y del 29%
en los benignos. Ademas la necrosis fue extensa o confluente en el 50% de los tumores
malignosque la presentaron frente a un 25% para los benignos.

En nuestro estudio, 6 de los 8 tumores malignos (75%) presentaron penetracion
capsular frente a 1 (3,5%) de los benignos, habiendo que afiadir a los segundos un 21%
de tumores con infiltracién de la capsula aunque sin sobrepasarla. Estas diferencias han
sido muy significativas (p = 0,00004) aunque no extrapolables a situaciones mas
generales (test de Pearson con frecuencias esperadas menores a 5). En nuestra serie
hemos observado invasion vascular microscopica en 2 de 8 tumores malignos (25%)
y en ninguno de los benignos (test de Fisher con p = 0,0444). Si incluimos como
criterio de invasion vascular la presencia de células sueltas en el interior de los vasos,
las cifras para tumores benignos y malignos son 7% y 75%.

El tipo celular predominante en el 33% de los tumores malignos o con
progresion fue célula pequeria redonda frente a ningtin caso entre los tumores benignos
0 que no progresaron (test de Fisher con p = 0,0117). En nuestra serie hemos
observado células fusiformes, siempre de manera focal, en 7 casos (2 benignos
esporadicos, 1 maligno y 4 MEN).El indice de mitosis en lineas generales fue bajo (en
todos los casos menos en 3 fue menor o igual a 2). Se identificaron figuras de mitosis
en 6 de 8 tumores malignos (75%) y en 11 de 28 benignos (39%) (3 esporadicos, 4
MENy 4 con facomatosis). Hemos observado una mayor frecuencia no significativa
de globulos hialinos intracitoplasmicos en tumores benignos que en malignos (64% Vs
50%). Estas diferencias resultan algo mas evidentes cuando se cuantifica el n° de
glébulos: en los tumores malignos fueron raros u ocasionales en todos los casos, siendo
frecuentes en el 38% de los tumores benignos que los presentaron.Los restantes

parametros anatomopatoldgicos no han mostrado diferencias significativas en cuanto
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al prondstico. En la tabla 3 (pag. 86-88) se reflejan los hallazgos anatomopatoldgicos
correspondientes a cada caso.

En la tabla 4 (pag.89-90) se recogen los cruces estadisticos de variables para los
que se observo relacion con significacion estadistica y en las tablas 5 (pag. 91)y 6
(pag.92) los datos correspondientes a dichos cruces(p menor a 0.05, salvo indicacion

expresa).
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FIGURA 1
Caso n°6: Mujer de 55 afios con feocromocitoma en suprarrenal derecha, confinado a
la glandula.Tras 120 meses de seguimiento se encuentra libre de enfermedad.Se
observa un histograma con una tnica poblacion celular diploide, con un DI=1(por

definicién) y con un % de células en el rango 4¢ (fase G2M) inferior al 20%.
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Caso n° 17:Varén de 10 afios que es intervenido de feocromocitoma no infiltrativo en
suprarrenal derecha. A los 14 afios de edad se detecta un segundo feocromocitoma en
la suprarrenal izquierda, no existiendo otros focos tumorales(tras 76 meses de
seguimiento).Se observa un histograma con un un primer pico situado en la region
4c(correspondiente a la fase GO-G1 del control interno diploide). Existe una segunda
poblacion celular(con su correspondiente fase G2M) con un DI=1.71 y por tanto con

contenido de ADN aneuploide(hiperdiploide).
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FIGURA 3

Caso n° 21: Varén de 31 afios intervenido de feocromocitoma retroperitoneal

multifocal e invasivo.Seis meses después de la intervencion se detecta recidiva
abdominal y metéstasis oseas(vértebras y tibia izquierda).Se observa un histograma
donde ademas del primer pico(2c) correspondiente al control interno diploide, existe
otra poblacion celular(que concentra mas del 20% del total de nticleos en la regién 4c)
con doble contenido de ADN(DI=1,97). Se trata por tanto de una poblacion tetraploide,

con su fase G2M correspondiente.
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FIGURA 4

Caso n® 34: Varén de 14 afios con enfermedad de von Hippel-Lindau que presenta feocromocitoma

en suprarrenal derecha.El histograma obtenido a partir del tumor muestra un pico en 2c
correspondiente a la fase GOG1 del control diploide y un segundo pico en 4¢ que supone mas del 20%
del total de nucleos.Los histogramas de este tipo(4c mayor del 20%) han sido clasificados como ADN

tetraploides, aunque no sea patente una fase G2-M en 8c.
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TABLA 1

N° |EDAD | SEXO | LADO ANTECEDENTE SEG.T(m) | SEG.EST CRIT.MAL
1 38 V  |SR.bil 30 ME Metastasis

2 22 V  |SR.zq |T.B.C. 192 V.E. Metastasis

3 41 M ISR.izqg |Ca.mama T.desmoide 48 S.E.E.

4 57 M |SR. der|Diabetes 72 S.EE.

5 42 M |SR.izq |Abortos 30 S.E.E.

6 55 M |SR.der 120 S.EEE.

7 47 M |Retr. Ca.mama Diabetes 28 V.E. Recidiva e inf.ext.
8 40 V  |SR.izq 76 S.EE.

9 58 M |SR. der|Ca.mama,sigma,ileon y 55 S.EE.

cervix.Abortos

10 47 V  |SR. der|Diabetes 48 S.E.E.

11 40 V  |Retr. S.E.E. Inf.ext

12 64 M SR. der |Diabetes 81 S.EE.

13 34 V  |SR.der 38 SEE.

14 20 V  ISR. der|Otros 43 S.E.E.

15 13 V  |SR. der|Displas. fibromuscular 43 S.EEE.

16 59 V  |SR. der|Diabetes 45 S.E.E.

17 10 V  |SR. bil }Recidiva S.R. contral. 76 S.EE.

18 57 M |SR. izq |Ca. Cervix 24 S.EE.

19 54 M |SR. der 30 S.E.E. Inf.ext
20 33 M |ISR.izq 156 V.E. Recidiva. Metastasis.
21 31 V  |Retr. 42 V.E. Recidiva e inf.ext.

Metastasis

22 53 M ISR.der 14 S.E.E.

23 26 V  |Retr. M.O.C. Inf.ext
24 28 M  SR. bil |MEN 2A 60 |[M.O.C.
25 26 M |SR. bil [MEN 2A 19 M.O.C.
26 19 M  |SR.bil |MEN 2A 180 S.E.E.
27 29 V  |SR. bil |MEN 2A 52 S.E.E.
28 28 VvV |SR. bil |MEN 2A 39 S.EE.

29 62 M ISR.bil [MEN 2A 32 M.O.C.

30 31 V  |SR. der [MEN 2A 12 S.E.E.

31 56 V  |SR. bil |MEN 2A 25 S.EE.

32 30 M |SR. der |MEN 2A 20 S.EE.

33 26 M SR. der |E.von Recklinghausen 36 SEE.

34 14 \Y) SR. der ]E. von Hippel-Lindau 15 S.E.E.

35 39 M ISR. der|E.von Recklinghausen 61 S.E. E.

| 36 | 26 V___ISR. der|E von Recklinghausen 3 S. E,

'N°: Caso numero; Edad: afios; Sexo: V: varon, M: mujer; SEG.T(m): tiempo o de seguin scguumento(meses)
EST.SEG.:estado de seguimiento:ME: muerto de la enfermedad, S.E.E.: sin evidericia de¢ enfermedad, V.E:
vivo con enfermedad. MOC: muerto por otras causas.CRIT.MAL: criterios de mahgmdad INF EXT:
infiltracion extensa de estructuras adyacentes.
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TABLA 2
CASON° | CV | DI |%Cél.>4c| PLOIDIA | IP(%) |COC. 4C\S

1 761 (1,93 22,9 |Tetraploide | 46,41 1,33
2 718 11,781 1568 |Aneuploide | 39,64

3 7.5 1 Diploide 0,4

4 8,52 11,51 12,49 |Aneuploide | 29,72

5 8,31 11,72 19,96 [|Aneuploide }| 47,43

6 6,6 1 Diploide 0,32

7 6,97 11,86 8,13 }Aneuploide | 41,13

8 7,18 11,98 2,61 Tetraploide | 59,91 0,86

9 9,91 1 Diploide 0,76
10 9,51 1 22,47 |Diploide 54,08 0,57
11 8,45 12,01 20 Tetrapioide 40 1,68
12 9,61 11,77 15,4 |Aneuploide | 49,12

13 855| 1 139,64 [Diploide 0,43
14 847 | 1 Diploide 0.4
15 7,59 | 1,47 7,96 |Aneuploide | 32,12

16 8521 1 Diploide 0,36
17 6,83 {1,71 6,93 |Aneuploide }| 27,44

18 8,08 {1,389 1 Aneuploide | 51,2

19 6,06 | 1,86 7,78 |Aneuploide | 48,6

20 6,05 } 1,31 4 Aneuploide | 26,87

21 8,04 11,971 28,52 |[Tetraploide | 41,16 25
22 9631 1 Diploide 35,36 1,12
23 8,75 11,931 12,11 [|Tetraploide | 43,23 1,3
24 976 | 1 Diploide 0,22
25 9,131 1 Diploide 0,34
26 8,48 | 1 Diploide 0,45
27 7,62 1,92 8,33  [Tetraploide | 37,72 0,84
28 727 | 1 Diploide 0,23
29 7,14 [ 1,54 7,92 |Aneuploide | 38,71

30 9,44 11,97 10 Tetraploide 38 2,7
31 7,85 12,051 13,74 [Tetraploide [ 42,47 1.2
32 7,52 11,53 53 Aneuploide | 49,6

33 8,591 1 Diploide 0,6
34 8,5 [1,97| 13,43 [Tetraploide | 34,14 2,21
35 9,04 [1,95] 12,24 |Tetraploide | 42 0,86
36 1949 ] 1 849 |Diploide | 4428 0.76

Claves de la tabla: CV: Coeficiente de variacion del pico 2c.

DI: indice de ADN

%Cel>4c :Porcentaje de células en el rango hipertetraploide(casos no diplg

IP: indice de proliferacién.

COC. 4C\S:cociente entre el % de células en el pico 4cy el % de células ¢

para tumores tetraploides y diploides)

ides)

n fase S.(Sélo




Resultados 86
TABLA 3
[CASO [MACRO1] MACROZ2 |TAP |[CAPSULA| INFCAPS | PATRON |PATRON 27
1 Solido Unicéntrico |N.E. |[Completa [No Alveolar |No
2 |Sdlido Unicéntrico [Si  |Completa |Penetracion |Trabecular |Alveolar
3 |Sdlido Unicéntrico [No |Incompleta |[No Trabecular [No
4 Sélido Unicéntrico |No [Completa {No TrabecularHNo
5 |Sdlido Unicéntrico [No [Incompleta [No Difuso ’No
6 |Sdlido Unicéntrico |No |Completa {No Alveolar [Trabecular
7 |Quistico |Unicéntrico |No |Completa [Penetracion |Trabecular|No
8 [Sdlido Unicéntrico |No |incompleta |No Trabecular |No
9 |Sdlido Unicéntrico [No |Completa |[No Alveolar |Trabecular
10 |Sélido Unicéntrico |[No [Completa |No Trabecular |Difuso
11 |Solido Unicéntrico [No [Completa |[Penetracion |Difuso Trabecular
12 [Sélido Unicéntrico |No [Incompleta INo Difuso No
13 [Sdlido Unicentrico |No [Completa |No Trabecular |No
14 JQuistico |Unicéntrico |No |Completa |Focal Alveolar |Trabecular
15 [Sélido Unicéntrico |Si  |Completa |No Alveolar |Trabecular
16 |Sélido Unicéntrico [No [Completa [No Trabecular|No
17 |Sdélido Unicéntrico ISi  |Completa |No Trabecular |Difuso
18 |Quistico |Unicéntrico |No [Completa {No Trabecular |Difuso
19 [Quistico |Unicéntrico |[No |[Completa |[Penetracién |Trabecular|Difuso
20 |[Solido Unicéntrico |Si  [Completa [No Alveolar |Trabecular
21  |Solido Multinodular {No |Incompleta |Penetracién |Alveolar |[Trabecular
22 |Sélido Unicéntrico [No |Completa |No Trabecular |No
23 |Sdlido Unicentrico [No |Completa |Penetracion [Alveolar [Trabecular
24 |Quistico |Multinodular |{N.E. |Incompleta |No Trabecular |Difuso
25 |Sélido Multinodular |Si  |Completa |No Alveolar |No
26  |Solido Muitinodular {Si Incompleta [No Trabecular |Alveolar
27 |Sélido Multinodular {Si  |Incompleta |Focal Trabecular [Alveolar
28 |Sdlido Unicéntrico [Si |Ausente |[No Trabecular [Alveolar
29 |Sélido Multinodular [Si  }Incompleta {Penetracion |Trabecular |Difuso
30 (Sdlido Unicéntrico [N.E. |Completa |[No Trabecular|No
31  [Sélido Unicéntrico [Si  |Incompleta |Focal Trabecular |No
32 [Solido Unicéntrico |[No |Completa |[No Trabecular [No
33 [Sélido Unicéntrico [N.E. jCompleta [No Difuso Trabecular
34 |Sélido Multinodular |Si  |Completa |Focal Trabecular |Alveolar
35 |Quistico |Unicéntrico [No [Completa [Focal Trabecular |Difuso
|36 _[Sdlida Unicéntrico  1Si lncompleta IFacal TrabecularlAlveolar |

MACRO 1: Tumor s6lido o con dreas quisticas

TAP:Tgjido adiposo pardo periadrenal o peritumoral. N.E.:no evaluable.
INFCAPS: infiltracién capsular PATRON 2° :presencia de un segundo patron minoritario.




Resultados

87

TABLA 3(cont.)

[CASO N° | NECROSIS |HEMORR |INV.VASC | CAMB. ESTR. | TIP.CEL |C.FUSIF| PLEOM |
1 Focal No No Fibrosis Polig. grande |No ) Intenso
2 No Leve No Fibrosis Polig. grande. [No T Leve
3 No Franca No No Polig. grande {No J Moderado
4 No Leve No Fibrosis Polig. grande |Si ] Moderado
5 No Leve No Cambio mixoide jPolig. grande |No ( Intenso
6 Focal Moderada |No Fibrosis Polig. pequeiia {No } Moderado
7 Focal Franca No Ambos Red. peq, No T Leve
8 No Leve No Fibrosis Polig. grande |No f intenso
9 No Franca No Ambos Polig. pequena {No ( Moderado
10 Focal Moderada |No Cambio mixoide |Polig. grande [No J Intenso
11 Focal No Si Fibrosis Polig. pequefia {No ( Moderado
12 No Franca No No Polig. grande |No J Intenso
13 |No Leve No No Polig. grande INo |  |Moderado
14 No Leve No Cambio mixoide |Polig. grande [Si J Intenso
15 Confluente }Franca No Fibrosis Polig. pequefa |No J Leve
16 No No No Ambaos Polig. pequeiia {No [ Moderado
17 |Focal No No No Red. peq, No |  |Moderado
18 No Franca No Fibrosis Polig. grande |No ) Moderado
19 Confiuente [Franca Si Ambos Polig. grande ISi l intenso
20 No No No No Polig. grande [No L Leve
21 Canfluente |Moderada {No Ambaos Polig. pequeiia {No ) Leve
22 No No No No Polig. grande [No i Leve
23 Confluente }Moderada |No No Red. peq, No } Moderado
24 Focal Moderada |No No Polig. grande [No f Leve
25 No Moderada jNo No Polig. grande |Si L Leve
26 No Leve No No Polig. grande {Si Moderado
27 |Focal Leve No No Polig. grande [No | [Moderado
28 No No No Fibrosis Polig. grande ]No } Leve
29 No Franca No No Polig. pequena SivL Moderado
30 No No No No Polig. grande NOT Leve
31 Focal No No Cambio mixoide {Polig. grande SET Moderado
32 No Leve No No Polig. grande [No ‘ Moderado
33 No Moderada |No No Polig. grande NOI Intenso
34 No Leve No Ambos Polig. pequefia NoT Moderado
35 Confluente jModerada jNo Fibrosis Polig. pequena No{ ‘ Moderado
36 INo Leve No Fibrosis Polig. grande _|No Moderadol

INV.VASC:invasion vascular. ALT. ESTR.:alteraciones estromales. TIP.CEL:tipo celular.
POLIG.: poligonal PEQ.:pequefia. C.FUSIF.: células fusiformes. PLEOM.:pleomorfismo celular.
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TABLA 3(cont.)
[CASO N°| GLOB.CIT | PSEUDING. |[MAT.COL| PIGMENTO |C.GANG.| MITOSIS NG
1 No Raras Escaso Macréfagos No 2 Ocasionales
2 Ocasionales jRaras Escaso Macrofagos No 1 Raras
3 Frecuentes |Ocasionales |Escaso Macrofagos No 0 No
4 No No No Cel.tumorales |No 0 No
5 No No No Cel.tumorales |No 0 Frecuentes
6 Raras Raras No Macréfagos No 0 Raras
7 No No No Macréfagos  [No 1 Raras
8 Frecuentes ([No Escaso No No 0 Frecuentes
9 No No Escaso No No 0 Raras
10 Raras Frecuentes INo Cel.tumorales INo 2 Frecuentes
11 No No No No No 0 No
12 No No Escaso No No 1 Frecuentes
13 Raras No No Macrofagos  |Si 0 Ocasionales
14 No No Escaso Macréfagos No 0 Frecuentes
15 No No No No No 0 No
16 No No No Cel.tumorales |No 0 No
17 No Raras No No No 10 Raras
18 Raras Raras Escaso Cel.tumorales |Si 0 Ocasionales
19 Raras Raras Frecuente {Macréfagos  |No 4 Frecuentes
20 Raras No No No No 0 Raras
21 Raras No No Macréfagos  |No 1 No
22 Ocasionales {Raras No No No 0 No
23 No No No Macréfagos  {No 2 No
24 Raras Raras No No No 0 Raras
25 Frecuentes [No No No Si 0 Raras
26 Ocasionaies |No No Macréfagos = |No 1 No
27 Frecuentes |Raras Escaso No No 2 Raras
28 Frecuentes [No Escaso No No 0 No
29 No No No Macréfagos  [No 0 No
30 Raras No No No No 1 Raras
31 Frecuentes |No Escaso Macrofagos  |No 0 Raras
32 Frecuentes |Raras Escaso No No 1 No
33 Raras Raras Escaso No No 1 Frecuentes
34 [No Raras No No No 3 Ocasionales ||
35 Raras Raras No Cel.tumorales |[No 1 Ocasionales"
L_36 Raras Raras No Macrofagos _ [No 1 No “
GLOB.CIT: glébulos intracitoplasmicos. PSEUDINC.: pseudoinclusiones intranucleares.
MAT.COL.:marerial coloide. C.GANG :células ganglionares. NG: nucleos grandes.
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TABLA 4

VARIABLE 1 VARIABLE 2 SIGNIFICACION FISHER
PLOIDIA(3) BENvsSMAL 0.03534
PLOIDIA(3) PROGRESION 0.02188
PLOIDIA(2) BENvsMAL 0.03177 F: 001316
PLOIDIA(2) PROGRESION 0.01785 F: 0,00601
DIPLOIDvSANEUPLO | BENvsMAL F: 0,03311
DIPLOIDVSTETRAPL | BENvsMAL F: 0,01976
Dl TOTAL BENvsMAL 0.00532 F: 0.00259
Di TOTAL PRCGRESION 0.01785 F:0.01443
DI ANEUP BENvsMAL F: 0.06667
BENvsSMAL INF.CAPSULA 0.00004
BENvsMAL NECROSIS(A) 0.03071
BENvsMAL ESTROMA 0.09028
PROGRESION INF.CAPSULA 0.00016
PROGRESION NECROSIS(A) 0.01785
PROGRESION TIPO CELULAR 1 0.00699
PLOIDIA(3) INF.CAPSULA 0.01309
PLOIDIA(2) INF.CAPSULA 0.04415 F: 0,00493
FAMvSESPOR MACRO 2 0.00916
FAMvSESPOR GRASA PARDA1 0.00124
FAMvsSESPOR CAPSULA(c,i,a) 0.09663
FAMvSESPOR GLOB.CITOP.1 0.07698
MEN noMEN MACRO 2 0.00748 F: 000557
MEN noMEN GRASA PARDA1 0.00823
MEN noMEN CAPSULA(c,i,a) 0.02406
MEN noMEN GLOB.CITOP.1 0.01181
MEN noMEN NUC.GRANDES 0.08263
BENvsSMAL INF.CAPSULA 0.00004
BENvsSMAL NECROSIS(B) 0.04947 F: 0.03609
BENvsMAL INV.VASCULA 0.06469 F: 0,04444
PROGRESION NECROSIS(B) 0.01785 F:0,01433
PROGRESION INV.VASCULA 0.09289 F: 0,05714
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TABLA 4 (cont)

VARIABLE 1 VARIABLE 2 SIGNIFICACION FISHER
PROGRESION TIPO CELULAR 2 0.01481 F:0,01176
PLOIDIA(3) NECROSIS(B) 0.04918
FAMvSESPOR GRASA PARDA2 0.01976 F: 0.01126
FAMvSESPOR CAPSULA 2 F:0.07143
FAMvSESPOR GLOB.CITOP 2 0.02964
MEN noMEN GRASA PARDA 2 0.04123 F: 0.03620
MEN noMEN CAPSULA 2 0.04123 F: 0.03620
MEN noMEN GLOB.CITOP 2 F: 0.06198
PLOIDIA(3) SEXO 0.00788
COC. 4c\S BENvSMAL - F: 0.07619
PESO TUMORAL BENvSMAL 0.0284

Claves de la tabla:

En el apartado de SIGNIFICACION se hace constar el valor de p-value obtenido mediante
el Test de Pearson (o el del contraste de Kruskal-wallis en la variable peso) y en ¢l apartado de
FISHER el correspondiente a la prueba exacta de Fisher en distribucion de dos colas. Figuran en

negrilla aquellas medidas de asociacion obtenidas mediante pruebas que permiten

extrapolar los

resultados a situaciones mas generales (Pearson con frecuencias esperadas mayores de 5, Fisher,
Kruskal-wallis) y los valores restantes expresan el p-value del test de pearson con frecuencias

esperadas menores de 5.El significado de las abreviaturas es el siguiente:

PLOIDIA(3) :Ploidia de ADN tomada en tres categorias : diploide, hiperdiploide, tetraploide.

PLOIDIA(2):Ploidia de ADN tomada en dos categorias diploide, nodiploide. DIPLOID

vSANEUPLO:

diploide o hiperdiploide.DIPLOIDVSTETRAPL: diploide o tetraploide. DI TOTAL: indice de ADN
del total de la muestra tomados en <6>1,75. DI ANEUP: indice de ADN de los casos hiperdiploides
tomados en <6>1,75. BENvSMAL : benigno o maligno. PROGRESION: tumores benignos y que no

progresaron y tumores malignos o que progresaron a otros lugares cromafines.F
tumores esporadicos o asociados a sindromes familiares. MEN noMEN: tumore
sindromes MEN o0 no. COC. 4C\S: cociente entre el % de células en el pico4cy e

AMvVSESPOR:
5 asociados a
| % de ceélulas

en fase S.(S6lo para tumores tetraploides ) tomados en <6>1,3. INF.CAPSULA: infiltracion de la
capsula: no, focal, penetracion. NECROSIS(A): no,focal, confluente. NECROSIS(B): si, no. TIPO

CELULAR 1: pequuefla redonda, polgonal grande, poligonal pequefia. TIPO
pequuefia redonda, restantes tipos celulares. MACRO 2:Multinodular, Unicéntrico. G
2: no evaluable, si, no.CAPSULA(c,i,a): completa, incompleta, ausente. CAPSULA
GLOB.CITOP.1: globulos hialinos intracitoplasmicos: no, raros, ocasionales, frecu
GLOB.CITOP.2:globulos hialinos intracitoplasmicos: si, no.NUC.GRANDES: niicleo
raros, ocasionales, frecuentes.

CELULAR 2:
RASA PARDA
2: $i, no.
entes.

5 grandes: no,




Resultados

I

9]

TABLA S
PLOIDIA PLOIDIA DI Coc.
4¢/S
Dipioide | No Diploide | Aneuploide | Tetraploide { DI>1,75| >1,3
(n=14) | diploide n=14) | (@=12) | (=10) (n=14) (n=6) I
n=22)
14(50) | 14(50) 14(50) | 8(29) | 6(21) 725 | 2333)
N ———_— .
0(0) | 8(100) 00 | 4(50) | 4(50) 7(87) 4(100)
] | ]
14(52) | 13(48) 14(52) | 7(26) | 6(22) 6(22)
| | I J
S ——
00) | 9(100) 00 | 5(55) | 4(45) 7(78)
o L | s . I
00) | 7032 000) | 4(33) | 3(33) [
[ I f
'r —
Necrosis | 321) | 433 | 7(70) [ I
(n=14) | [ 1 l
] o !
8(33) | 12(87) 6(33) | 3(12) Bl 9(50) 1 1
1 LN i
Mujer (n=18) 8(44) | 10(56) 8(44) | 9(50) | 1(6)

Progresion: tumores malignos o que recidivaron a otros lugares cromafines.

DI: indice de ADN

COC 4c\S: cociente entre el % de células en el pico 4c y el % de células en fase S.(Sélo para

tumores tetrploides)



Resultados”

Céapsula
incompleta
0 ausente

Penetracion
capsular

TABLA 6

Necrosis

lnvasion
vascular

Células
pequeiias
redondas

Multino
dularida

Grasa | Glébulo
parda | hialinos

2(22)+

n(%)
+p=0,0571(Fisher).
*p= 0,0619(Fisher).
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En citometria de flujo, el coefteiente de variacion de los diferentes picos es uno
de los parametros de mayor importancia en la evaluaciéon de la calidad de los
histogramas obtenidos, y por tanto de la exactitud de los contenidos de ADN medidos.
De su valor depende el poder de resolucion , esto es, de representar separadamente dos
poblaciones celulares con contenido de ADN relativamente proximos (200). Expresa
la dispersion absoluta de 1a distribucion de los datos como un porcentaje de la media
estadistica (201). Puede ser calculado mediante diferentes métodos (estadistico,
formula) (161). Cuanto mayor sea el coeficiente de variacion, menor es la exactitud con
que puede estimarse las diferentes fases del ciclo celular, en especial la fase S (155).

En la practica los CV menores del 1% son excepcionales. Con mayor frecuencia
CVs de 2 a 3 % pueden ser observados en linfocitos inactivos. Para poblaciones
celulares menos homogéneas, como las de los tumores humanos, los CVs son con
frecuencia mucho mayores. CVs del 10% o mas, no se consideran aceptables y
representan preferentemente heterogeneidad tumoral o deterioro del ADN, por error
de muestreo o de técnica (157). Sin embargo, en la literatura se hallan presentes
numerosos articulos con un amplio rango de CVs e incluso en los que no viene
resefiado el CV.

Desde fases muy tempranas en la elaboracion del presente estudio se hizo
evidente un problema técnico que limitaba , hasta cierto punto, el alcance de los
resultados: los coeficientes de variacion de los picos G0-G1 de las poblaciones
diploides eran elevados, con frecuencia superiores al 8% (media:8,15). Cabian varias
posibilidades que pudieran justificar la elevacion de los coeficientes de variacion: mala
conservacion del material empleado, defectos de seleccion de los bloques, escasa
destreza del doctorando en la tecnificacion de las muestras, defecto del citémetro o
problemas inherentes al propio organo o tejido. Estas posibilidades fueron descartadas

sucesivamente.
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Respecto a la seleccion de los bloques de parafina, se eligieron aquellos que no
presentaban hemorragia, ni necrosis, ni signos de autolisis, y en la mayoria de los casos
contenian un control interno (corteza suprarrenal por lo general) que no superaba el
20% del total del material. Fueron seguidas todas las recomendaciones sobre
conservacion, calibraciéon y mantenimiento del aparato especificados por el fabricante,
hallandose los diferentes parametros dentro de rangos aceptables. En muchos de los
casos el proceso completo (disgregacion, tincidn, lectura en el citometro) fue repetido
por el propio doctorando obteniendo siempre resultados superponibles. Ademas,
algunos de los casos fueron repetidos en todo su proceso de analisis citométrico por
otra persona habituada a la citometria de flujo y de reconocida solvencia en este campo
(M.D.M.) obteniendo unos resultados casi idénticos, incluyendo el CV, a los del propio
doctorando. Finalmente, este ultimo realizé estudio citométrico de algunos tumores de
corteza suprarrenal, previamente estudiados y con CV bajos (inferiores a 7) con
resultado muy similares a los obtenidos en su dia.

Las posibilidades, por tanto, se restringen al propio tejido. La autolisis es una
causa conocida que afecta adversamente a la calidad del histograma obtenido (155). Es
posible que un defecto de fijacion pueda contribuir a la elevacion de los CVs en
algunos casos concretos (especialmente aquellos mayores de 10, que fueron
descartados), aunque es improbable que una mala conservacion del tejido sea una
caracteristica comin a un numero sustancial de casos estudiados.

Por ultimo, el coeficiente de variacion puede ser especifico de drgano v tejido
(160, 161, 202) y puede indicar heterogeneidad bioldgica e inestabilidad genética. Este
es un tema citado con relativa frecuencia en la literatura, aunque no suficientemente
esclarecido.

No existe un consenso claro acerca de la definicion de un CV “ancho” y no
existen criterios establecidos para la exclusion de histogramas de ADN, basandose en

el valor del CV. Generalmente, los histogramas de ADN con CV mayor del 10% en el



Discusion 96

pico GO/G1 tienden a clasificarse como amplios e ininterpretables, aunque valores tan
bajos como 5 a 8 y tan altos como 12 a 15 han sido considerados aceptables (161).
Koss(202) en su libro habla de CV muy grandes, no aceptables, a partir del 10%.
Ademas, con bastante frecuencia los articulos sobre citometria, no hacen referencia a
los valores de CV de los histogramas incluidos (161, 202). En concreto, de todos los
articulos de citometria de flujo aplicada a la PSA tan so6lo en 4 constan los valores de
los CVs. En 3 de ellos consideran aceptables CVs de hastal0 (171, 188,195)yen 1
hasta 7 (173).

Nosotros, en funcion de los datos existentes en la literatura sobre citometria en
general y sobre citometria aplicada a los PSA y en funcién de la viabilidad del presente
estudio hemos adoptado como limite superior valores del CV de hasta 10.

Se trata de un coeficiente de variacion relativamente elevado que plantea dos
problemas fundamentales. En primer lugar es posible que pasen inadvertidas
poblaciones celulares con contenido aneuploide de ADN pero muy proximas al rango
diploide (DI bajos). (155, 161). Por tanto, y en sentido estricto, cuando los coeficientes
de variacion son elevados (los limites son arbitrarios y dependientes del criterio de los
diferentes autores : 155,201) es mas correcto hablar de histogramas peridiploides que
diploides. Sin embargo, y como veremos posteriormente, los histogramas de ADN
peridiploides son agrupables con los diploides sin que de ello se derive distorsion de
los resultados en cuanto validez prondstica o de otro tipo. Es decir, la presencia de
supuestas poblaciones celulares con indices de ADN proximos a 1 y que pudieran
haber quedado enmascaradas en el pico diploide de histogramas con CV elevados,
carece de significacion.

El segundo problema derivado de los altos CV es la imposibilidad de realizar un
estudio més o menos detallado y exacto del ciclo celular y en especial de la-fase S y del
indice de proliferacion global(155,201). De hecho, en la mayoria de los estudios

citométricos aplicados a los PSA no se recogen resultados correspondientes a la fase
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S o el valor pronoéstico se centra mas en la ploidia que en el estudio del ciclo celular.

Los criterios para la clasificacion e interpretacion de los histogramas son muy
variables y en gran medida depende fuertemente, en histogramas complicados, de la
inspeccion visual y por tanto del juicio subjetivo de cada investigador (162). Siguiendo
las indicaciones de la convencion para la nomenclatura en citometria de ADN (159):
“El diagnostico de aneuploidia de ADN solo deberia ser considerado si son
demostrados al menos 2 picos G0-G1 separados”. Ademas, algunos autores exigen la
presencia de los correspondientes picos G2M y que el % de células en el pico G0-G1
andmalo sea mayor al 10% del total (155). Una vez establecida la existencia de una
poblacién celular andémala, esta es clasificada en funcion del indice de ADN. No
obstante, existe una gran variabilidad en los criterios utilizados en los diferentes
estudios (161) y no son infrecuentes los articulos en los que no se especifican los
criterios empleados.

Dentro de los estudios citométricos aplicados a los PSA, se observa cierta
diversidad de criterios en cuanto a la clasificacion de los histogramas. Los estudios de
citometria imagen tienden a utilizar los criterios de Auer ( 203) ( 10,184), Dressler
(155) (6), Bocking (204) (10, 184) u otros (178).

Los estudios de citometria de flujo, en su mayoria, siguen los criterios empleados
por Hosaka en su primera publicacion (188) donde se contemplan tres categorias:
Diploide, aneuploide (hiperdiploide) y tetraploide. Esta Gltima categoria incluye
aquellos histogramas que concentran mas del 15% de las células medidas en la region
4c. No obstante, el propio Hosaka en este articulo y en otro posterior (187) seiiala la
superioridad del criterio del 20% en cuanto a prediccion del comportamiento bioldgico,
dado que ninguno de los tumores tetraploides con 4¢ entre el 15 y el 20% tuvo un
comportamiento maligno. Otros articulos aplican este mismo esquema y-difieren tan
solo en el criterio utilizado en la clasificacion de los histogramas tetraploides:4¢ (G2-M

de la poblacion diploide) mayor al 15% (176,188, 190), 18% (173), 20% (181,183,
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187). Otras publicaciones utilizan este sistema de clasificacion (D,A,T), aunque sin
sefialar expresamente los criterios (171,174,193) o indicandolos de forma parcial e
insuficiente (180, 195).

En este estudio hemos aplicado el sistema clasificatorio usado por Hosaka(188),
aunque definiendo las poblaciones tetraploides en funcion del 20%.

En sentido estricto, s6lo pueden considerarse PSA malignos aquellos tumores
que presenten metastasis a distancia en lugares no cromafines (145). Sin embargo, en
muchos de los trabajos se incluyen ademas como criterios de malignidad la infiltracion
de estructuras adyacentes y/o la recidiva local(6, 25, 36, 42, 187, 189, 190, 195, 196,
197, 205, 206, 213). La aparicion posterior de nuevos focos neoplasicos en lugares
cromafines no constituye criterio de malignidad si bien, estos casos son agrupables
Junto a los que cumplen criterios de malignidad, bajo el concepto de progresion de la
enfermedad (176). Ocho de nuestros casos cumplen al menos uno de los tres criterios
de malignidad antes mencionados, y un caso presentd recidiva posterior de la
enfermedad en la glandula suprarrenal contralateral que sumado a los 8 malignos hacen
un total de 9 casos con progresion de la enfermedad (o criterios de malignidad).

Considerados globalmente todos los casos, el 61% mostrd un patron andémalo
de ploidia. Estos datos son concordantes con los de la mayoria de los articulos, que
sefialan una incidencia de patrones anomalos de ploidia de ADN oscilantes entre el
60% y el 70% (171, 172, 176, 178, 183, 187, 188, 189 ), siendo menos los articulos
con valores superiores al 70% (174, 184, 190, 191) o inferiores al 50%(173, 175, 182,
185, 192).

Fueron observados contenidos aneuploides (hiperdiplodes) de ADN en un tercio
de los casos (33,3%), valor muy coincidente con el de la mayoria de las publicaciones,
que sitiian la frecuencia de aneuploidia entre el 27 y el 33% de los Vcasos (172, 176,
177, 187, 188, 189, 190, 195). En ningun trabajo se refieren valores por encima del

40% o por debajo del 10%. Menos homogéneos son, sin embargo, los resultados
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~obtenidos en los diferentes estudios, acerca de los patrones tetraploides. Las
frecuencias oscilan entre el 15% (173) y el 62% (174).No obstante, la mayoria se situan
entre el 21 y el 41% (172, 175, 176, 183, 187, 188, 189, 195). Es probable que esta
mayor dispersion de los datos, tampoco excesiva, se halla influenciada, en parte, por
las pequeiias diferencias existentes en los criterios empleados por la clasificacion de
los histogramas tetraploides. En nuestro estudio la frecuencia de tetraploidia de ADN
ha sido del 28%..

Hemos tratado de correlacionar los patrones citométricos de distribucion del
ADN con diferentes variables clinicas y bioldgicas, destacando sobre todas ellas, por
su trascendencia practica, las dependientes del comportamiento biologico y evolutivo
de los PSA.

En este sentido destaca el hecho de que todos los casos con patron diploide
(39%) han tenido un curso bioldgico benigno, mostrando patrones anémalos de ploidia
todos los casos malignos o con progresion de la enfermedad a otros lugares cromafines.
Estas diferencias en la distribucion de los patrones citométricos de ploidia han
resultado estadisticamente significativas (prueba exacta de Fisher con p = 0,013 para
casos malignos y p = 0,016 si incluimos los casos malignos y con progresion a lugares
cromafines.)

Del total de casos (n = 36), 12 (33%) mostraron un patrén aneuploide (de ellos
4 malignos) y 10 (28%) tetraploide (4 de ellos malignos).Estas diferencias de ploidia
en cuanto al prondstico, han sido estadisticamente significativas(prueba exacta de
Fisher con p= 0.03311 y 0.01976 para los tumores aneuploides y tetraploides
respectivamente).Coinciden nuestros resultados con los de otros autores que no
detectan malignidad entre los tumores con patrones diploides de ADN (171, 172, 173,
184,185, 188, 192, 193,194).

Asi, como ya ha sido indicado en la introduccion , de la Clinica Mayo, y a partir

de un mismo grupo de pacientes, se originan cuatro publicaciones sobre el significado
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clinico del patrén de ploidia de ADN en feocromocitomas (176, 187, 188, 193). De
ellos, el que recoge un mayor nimero de pacientes (n=184) es el articulo de Nativ en
Cancer en 1992 (176) donde se sefiala que la ploidia de ADN es una variable
pronodstica importante e independiente en pacientes con feocromocitoma. En dicho
estudio ninguno de los pacientes con histogramas diploides (n=64) present6 metastasis
ni muri6 de la enfermedad ( p menor 0,01), y tan sélo 1 tuvo recidiva de la misma.
Todos los pacientes con progresion de la enfermedad (n=22) menos 1 tuvieron un
patron andmalo de ploidia (p menor de 0,001) con un indice de fracaso (progresion o
muerte por cancer) del 32% para tumores con histogramas aneuploides o tetraploides.
Este mismo autor y en el mismo afio confirma en otro articulo (193) sobre 88 pacientes
con PSA, el buen pronéstico de los pacientes con histogramas diploides. Estos dos
articulos fueron precedidos por otros dos del mismo grupo de la Clinica Mayo (187,
188). En 1987 Hosaka v cols (188), sobre 62 pacientes con un seguimiento minimo de
10 afios obtuvieron los mismos resultados: todos los pacientes con histogramas
normales tuvieron un curso clinico benigno, y el 31% de los pacientes clasificados
como ADN tetraploides v el 39% de los que presentaban un pico aneuploide tuvieron
evidencia de malignidad. Estas diferencias fueron significativas (p menor 0,05 y p
menor 0,02 respectivamente). Este mismo autor, en 1991 (187), a partir de los mismos
pacientes, hace algunas apreciaciones de indole practica y metodoldgica sobre los
criterios de clasificacion e interpretacion de los histogramas no aneuploides
(superioridad del parametro 4C sobre el indice de proliferacion y utilidad del cociente
4 ¢/s 'y pico en 8c), y propone una clasificacion pronéstica de los feocromocitomas en
funcion de los patrones de ploidia de ADN.

El primer estudio citométrico sobre ploidia de ADN en feocromocitomas fue
publicado en 1971. En él LeWis y cols (185), estudian, por citometria- estatica, el
contenido de ADN de 15 tumores, observando un comportamiento benigno en los 12

casos con patrén diploide y maligno en los 3 casos con patron aneuploide. Los
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comienzos eran alentadores.
Otros estudios igualmente favorecen la utilidad pronoéstica de la ploidia de ADN.

Sasagawa en un estudio sobre 19 pacientes obtiene resultado diploide en todos los PSA
benignos y aneuploide en los 2 casos malignos (192). Cope realiza estudio

citomorfométrico en 27 tumores observando igualmente un comportamiento benigno
en todos los feocromocitomas con patrén diploide(194).

Sobre los pacientes con feocromocitoma atendidos en el Chang Gung Memorial
Hospital (Taiwan) se han realizado 3 publicaciones (171, 172, 173). Lai (171) estudia
58 casos apreciando benignidad en todos los tumores diploides y siendo los 4 tumores
malignos tetraploides (otros 17 casos fueron benignos y tetraploides). Huang publica
unos resultados casi idénticos aunque con un numero inferior de casos (n= 30)(p menor
0,05) (172). La tercera publicacién procedente del Chang Gung Memorial Hospital
expone los resultados del estudio de 79 tumores. El 71% fue diploide (todos benignos)
y el resto aneuploides o tetraploides (incluyendo los 7 casos malignos)(p=0,0003)
(173). No obstante en esta publicacion se incluyen 15 tumores extra-abdominales, uno
de ellos maligno.

Otros autores, al contrario, basandose en la existencia de tumores malignos con
patrén diploide (174, 175, 177, 181, 190, 195) y en los frecuentes patrones anémalos
de ploidia en PSA benignos, cuestionan o niegan la utilidad prondstica de la ploidia de
ADN; asi Heaney (195) incluye en su estudio 26 pacientes con seguimiento clinico
superior a 5 afios. De ellos tres murieron de la enfermedad de los cuales dos mostraron
un patrén diploide , al igual que otro paciente con recidiva .Concluye que la citometria
de ADN no es capaz de discriminar entre tumores benignos y malignos. Pattarino(196)
, No aporta experiencia propia y revisa globalmente los resultados de las , a su juicio
, principales publicaciones realizadas sobre el tema. Aunque admite que las diferencias
en el patrén de distribucién de ploidia entre tumores benignos y malignos es claramente

significativa (p menor de 0,0005) , sefiala que la sensibilidad de los patrones anémalos
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de ploidia en la prediécic’m de malignidad es sélo del 18%. Ademas manifiesta la
heterogeneidad de los diferentes estudios y la necesidad de un seguimiento a mas largo
plazo para validar completamente las conclusiones al respecto.

Gonzalez-Campora (177) estudia 16 PSA (4 malignos) observando que el unico
caso con patrén diploide tuvo comportamiento maligno. Gosset (197) cita un patrén
de ploidia similar en tumores benignos y malignos, y en un estudio previo realizado por
el mismo grupo (190) sobre 18 PSA malignos el 17% present6 un patrén diploide.

Palberg realiza un estudio citofotométrico sobre 43 feocromocitomas suprarrenales,
y concluye que el patron de ploidia de ADN no permite la discriminacion entre tumores
benignos y malignos y no ofrece informacion pronostica (184). No obstante, ninguno
de sus tumores diploides (n=5) tuvo un comportamiento maligno. Esta misma autora
, €n ese mismo aio y sobre el mismo niimero de casos expone en una segunda
publicacion unos resultados idénticos a los anteriores(186).

Van Dekken (174) estudia por citometria de flujo de ADN 23 feocromocitomas (18
"primarios" y 5 "metastdsicos"), no observando correlacion entre ploidia y progresion
tumoral (primario, metastasico). Jung publica en su serie (175) la existencia de un PSA
maligno con contenido diploide de ADN, asi como los frecuentes patrones aneuploides
o tetraploides en tumores benignos (175); Grignon determina la ploidia de ADN de 3
feocromocitomas vesicales e indica que el patron de ploidia de ADN no puede ser
usado como criterio de malignidad (181)dado que uno de los casos inicialmente
diploide recidivo y dio metastasis.

Existe por ultimo, un grupo de articulos en los que sélo se incluyen tumores
benignos(182, 183, 179, 191) o en los que no se recoge el comportamiento
clinico(178). Itakura no aprecia correlacion entre el patron aneuploide (29% de sus
casos) y el prondstico en 14 feocromocitomas (182). Zhang publica 19 casos, la
mayoria de los cuales presentaban patrones aneuploides (84%) (191). Amberson

igualmente comunica una frecuencia de contenidos aneuploides de ADN del 68% en
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19 feocromocitomas benignos (183). Klein en su serie de 7 neoplasias suprarrenales
comunica un feocromocitoma benigno tetraploide (179).

Remmelink trata de correlacionar, en tumores suprarrenales, el contenido nuclear
de ADN con el origen de la neoplasia (cortical, medular, metastasica) y sefiala una alta
incidencia de tetraploidia en feocromocitomas (178).

De nuestros resultados se deduce un indice de malignidad para aquellos tumores
con patrones anémalos de ploidia del 36%, habiéndose obtenido en otros estudios los
siguientes valores: 13% (171,184), 20% (172), 25% (192), 30% (173), 32% (176) y
34% (188). No obstante hay que tener en cuenta que dichas cifras (al igual que las
globales) se hallan influenciadas por la proporcion de tumores malignos, sobre el total
de casos , incluidos en cada estudio, en el nuestro relativamente alta (8/36). La
frecuencia de malignidad para tumores aneuploides y tetraploides ha sido del 33% y
del 40% oscilando los valores de otros estudios entre el 0% (171,172) v el 39% (188)
para casos aneuploides y entre el 15% (176) y el 41% (173) para casos tetraploides.

Si analizamos con mayor detenimiento los valores del indice de ADN (DI),
observamos que el 39% de los casos presentan un valor mayor o igual a 1,75 (Rango
tetraploide y aneuploide peritetraploide) incluyéndose en este grupo (DI > 1,75) 7 de
los 8 casos malignos (87,5%). Tan s6lo 1 de los tumores malignos y otro benigno con
progresion de la enfermedad (recidiva posterior en glandula suprarrenal contralateral)
presentaron DI <1,75 (rango diploide y aneuploide no peritetraploide). Las diferencias
entre ambos grupos (DI > 6 < 1,75) han sido estadisticamente significativos (prueba
exacta de Fisher con p = 0,0025 para malignidad y p= 0,0144 para progresion). Si
consideramos so6lo los casos con patron aneuploide (12, de los cuales 4 son malignos
y 1 con progresion) advertimos que 4 (33%) presentan DI >1,75 y de éstos , 3 son
malignos (75%). Entre los 8 casos aneuploides con DI < 1,75 (67%) solo 1 ha sido
maligno (25% de la malignidad) y otro era benigno con progresion de la enfermedad.

Dentro del grupo aneuploide estas diferencias en cuanto al indice de ADN han sido
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significativas para la malignidad (Fisher con p = 0,0666) pero no para la progresion
(Fisher con p=0,2222). Se observa por tanto que el DI es superior (menor p, mayor %
de malignidad) a la ploidia de ADN en cuanto a la malignidad, pero no con respecto
a la progresion y que las posibilidades de malignidad son significativamente mayores
con DI>1,75. Son muy escasos los articulos publicados en que se recoge un estudio
detallado del DI respecto al pronostico (188). No obstante nuestra observacion sobre
la concentracién de la malignidad en torno a rango tetraploide y peritetraploide tiene
cierto reflejo en algunos trabajos que sélo observan un comportamiento maligno en
tumores tetraploides (171,172) o que sefialan un predominio de la tetraploidia (53%)
en los tumores malignos (196). Hosaka, sin embargo, en este sentido obtiene unos
resultados opuestos a las nuestros: “cuanto menor es el DI de un pico aneuploide, se
comprueba un curso clinico mas maligno” (188).

Hemos realizado estudio del ciclo celular y en concreto de la fraccion
proliferativa, en funcion del indice de proliferacion. En general, hemos obtenido valores
muy elevados que no se correlacionan de forma estadisticamente significativa con el
pronostico de los PSA. El estudio de los % de células en los diferentes compartimientos
del ciclo celular, se centra basicamente en las fases GO-G1 y en especial en la G2-M
para la obtencion de criterios para la clasificacion de los histogramas . En realidad son
pocos los articulos que exponen resultados en referencia a la fase S( y parametros
relacionados) del ciclo celular (178,176) y sin resultados significativos (178). Un
estudio mas o menos exacto de la fase S precisa de histogramas con bajos CV s ( Como
ha sido sefialado anteriormente) condicion que no se cumple en nuestro caso, por lo
que los resultados del PI no resultan valorables.

Uno de los problemas mas frecuentes en la interpretacion de histogramas se
presenta cuando existen % elevados de células en el compartimento 4C. El problema
estriba en determinar si se trata del pico GO-G1 de una segunda poblacion tetraploide

o de una fase G2M de la poblacion diploide (con las consiguientes implicaciones
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prondsticas). Uno de los factores de utilidad en estos casos es el cociente entre los %
de células eﬁ el rango 4c y fase S (4¢/S) (187). En este sentido hemos observado que
de los 10 tumores tetraploides, 6 presentan un 4¢/S mayor o igual a 1,3, incluyéndose
en este grupo todos los tumores malignos con patron tetraploide. No obstante, y aunque
se ha observado cierta significacion estadistica a este respecto (Fisher con p = 0,0761)
mantenemos serias dudas sobre la validez de esta asociacidon por los mismos motivos
por los que el PI no es valorable.

No hemos observado diferencias significativas en cuanto a la distribucion de la
ploidia entre tumores esporadicos y familiares (MEN, facomatosis), al igual que otros
articulos. Nativ(176), no obstante observa una mayor frecuencia de patrones
aneuploides en pacientes con sindrome MEN, facomatosis, o triada de Carney.
Tampoco hemos observado relacion entre el % de células en el rango hipertetraploide
y el prondstico. Algunos autores (176) encuentran una mayor incidencia de patrones
andmalos de ploidia en pacientes menores de 30 afios. Sin embargo nosotros, al igual
que otros (5,9) no hemos hallado diferencias en este sentido. Respecto a la localizacion
y lateralidadse observa, entre los tumores adrenales, un predominio del lado derecho
y una alta incidencia de bilateralidad (25%) probablemente en relacion al elevado
namero de casos MEN (25%) incluidos en el estudio. No hemos hallado diferencias
significativas en la ploidia respecto a la localizacién y lateralidad (p > 0,1 aunque con
frecuencias esperadas menores a 5).

Del total de la muestra el 50% son varones y el 50% son mujeres. Sin embargo,
el 50% de los tumores en varones han adoptado un patron tetraploide frente a un 5,5%
de las mujeres. Por contra el 50% de las mujeres han mostrado un patrén aneuploide
en PSA frente a un 17% de los varones. Estas diferencias han sido estadisticamente
significativas (Pearson con p = 0,0078 y frecuencias esperadas mayor o igual a 5 en el
100%) Predomina por tanto la tetraploidia en varones y la aneuploidia en mujeres, con

una distribucion similar en cuanto a casos MEN (4:5), familiares (6:7) y malignidad
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(5:3). Esta diferente distribucion de la ploidia en funcién del sexo no ha sido descrita
en ninguno de los articulos que comparan ambas variables (171,173,176) y carecemos
de una explicacion satisfactoria al respecto. No obstante las diferencias sexuales
desaparecen cuando los patrones aneuploides y tetraploides son integrados en el mismo
grupo.

Por tanto, de nuestros resultados, y con significacion estadistica se deduce que
los patrones de ploidia de ADN son frecuentes en PSA (61%) sin que implique
malignidad; que el patron diploide es un factor de buen pronéstico en cuanto a
malignidad (p = 0,02) y progresion (p = 0,01); que las posibilidades de malignidad (p
< 0,01) y progresién (p < 0,02) son mayores en el rango tetraploide y peritetraploide
(DI >1,75); que en varones predominan los patrones tetraploides y en mujeres
aneuploides (p < 0,01). No hemos hallado, sin embargo, diferencias de ploidia de ADN

en cuanto a localizacion y lateralidad, edad y caracter familiar de los tumores.

Hemos correlacionado los diferentes parametros histologicos y macroscopicos
examinados con la ploidia, el prondstico y el caracter famihiar o esporadico de las
neoplasias.

No se ha observado correlacion estadisticamente significativa entre la ploidia de
ADN y dichos caracteres anatomopatolégicos con excepeion de la infiltracion capsular
(p= 0,0441) y la presencia de necrosis(p=0.0491) aunque con el test de Pearson y
frecuencias esperadas menores de 5, por lo que los resultados no son extrapolables a
situaciones mas generales. Asi, se observa que de los tumores diploides el 85% no
infiltra la cépsula frente a un 50% de los no diploides. Todos los tumores con
penetracion capsular (n= 7) presentaron un patrén no diploide, datos concordantes con
los obtenidos por Nativ (176). Pang (173) no observa correlacion entre ploidia de ADN
y caracteres histoldgicos.

Los casos MEN incluidos en nuestra serie reflejan con exactitud los 2 caracteres
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macroscopicos ampliamente descritos en la literatura: bilateralidad y multinodulanidad.
La incidencia de bilateralidad oscila entre el 60% (85) el 70% (84, 86) e incluso mas
(37, 87) siendo en nuestra serie del 77% (frente a un 9% de los tumores adrenales no
MEN). Igualmente, apreciamos una alta frecuencia de multinodularidad en tumores
asociados a Sindrome MEN (50%) frente a un 7% de los esporadicos (test de Fisher
con p=0,0055). |

Tradicionalmente, se ha considerado que los caracteres histologicos (a diferencia
de los macroscdpicos) de los feocromocitomas asociados a S. MEN es similar a la de
los tumores esporadicos (6). Sin embargo, nosotros hemos hallado diferencias con
significacion estadistica en cuanto a tres de los parametros histoldgicos. La frecuencia
de tejido adiposo pardo periadrenal o peritumoral en los casos asociados a S. MEN ha
sido, en nuestro estudio, del 67%, frente a un 22% de los casos no MEN (test de Fisher
con p= 0,0362). Un aumento en la prevalencia de grasa parda periadrenal fue descrita
por Melicow (58) en asociacion con los feocromocitomas (16 de 18 casos desde 1953);
una revision de feocromocitomas previamente extirpados mostré grasa parda solamente
en un caso, pero la grasa periadrenal no habia sido incluida para el estudio (58). Una
cantidad significativa de tejido adiposo pardo periadrenal (TAP) fue visto por Sherwin
(25) en aproximadamente el 50% de todos los feocromocitomas estudiados. Medeiros
(36) observard TAP en 44 de 60 feocromocitomas(73%),y solamente en el 30% de los
casos de una poblacidon control sin feocromocitoma se observd grasa parda.La
transformacion de la grasa periadrenal en tejido adiposo pardo ,asi como en otras
localizaciones mas generalizadas, ha sido descrita y se ha sugerido que las catecola-
minas pueden representar un papel significativo en este proceso(59). En presencia de
altos niveles circulantes de norepinefrina se asume que la grasa intraabdominal de los
humanos(incluyendo la grasa del omento) se reactiva y esto puede dar lugar a la
pérdida de peso que se aprecia en pacientes con feocromocitoma(59). Las alteraciones

histolégicas del tejido adiposo periadrenal también han sido sefialadas en animales de
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experimentacion con feocromocitoma (60) asi como en animales expuestos a epinefrina
y norepinefrina a dosis crecientes.

Se ha propuesto que las catecolaminas procedentes de la medula suprarrenal podrian
estimular la "termogénesis quimica" en respuesta a la exposicion al frio, pero el papel
fisiologico preciso del tejido adiposo pardo no esta del todo claro (61, 208). En un
estudio en el que se utilizaron como grupo control las autopsias médicolegales, se
compar? la presencia de TAP periadrenal en pacientes portadores de feocromocitoma.
La prevalencia de TAP fue de aproximadamente el 51% en ¢l grupo control y del 53%
en los feocromocitomas (62). Se necesita una evaluacion cuantitativa mas critica para
resolver definitivamente este hallazgo.

Mantenemos nuestras reservas sobre la veracidad de esta asociacion (a pesar
de la significacion estadistica) por dos motivos: en 4 casos no dispusimos de tejido
adiposo periadrenal (2 en MEN y 2 en no MEN) y en algunos casos la cantidad de
tejido adiposo disponible para estudio histologico fue limitada. No obstante, existen
indicios racionales para sospechar una mayor frecuencia de TAP en casos asociados
a MEN (actuacion mas prolongada de las catecolaminas, menor edad del paciente ?;).

La presencia de globulos hialinos intracitoplasmicos es un hecho relativamente
frecuente, pero no exclusivo, de los PSA. También pueden observarse en médula
normal, hiperplasica (con relativa frecuencia en S. MEN)(3) y en tumores corticales.
De significado incierto, ha sido relacionado por algunos investigadores con la actividad
secretora dado que ultraestructuralmente contienen remanentes de granulos de
neurosecrecion. (207). No hemos encontrado referencias que relacionen la presencia
de estos globulos hialinos con el cardcter familiar de los tumores; no obstante en
nuestro estudio fue detectada su presencia en el 89% de los casos MEN frente a un
52% de los casos no MEN (p= 0,0619 con tést de Fisher). Ademas, el nimero de
globulos hialinos fue bastante superior en los casos MEN (frecuentes en el 62%) que

en los no MEN (frecuentes solo en el 14%)(;mayor actividad secretora? ;predominio
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de la NA? ;tiempo?). Por ultimo, los tumores asociados a MEN presentaron una mayor
frecuencia de capsula tumoral incompleta o ausente: 67% frente a 22% (test de Fisher
con p= 0,0362) eventualidad que no hemos hallado descrita en la literatura. Si
analizamos por separado en 2 grupos los tumores esporadicos y los familiares (a los 9
casos MEN habria que afiadir 4 asociados a facomatosis) se observa correlacion con
significacion estadistica para los mismos parametros histologicos (grasa parda, globulos
hialinos, capsula) que en la confrontacidén comentada anteriormente (MEN frente a no
MEN). No obstante, con toda probabilidad la naturaleza de dichas asociaciones
depende mas del elevado % de sindromes MEN en los casos familiares (70%) que de
las caracteristicas propias de los tumores asociados a facomatosis.

Tres son los caracteres macrbscépicos que en otros estudios han sido
relacionados con la malignidad de PSA: tamaifio, nodularidad grosera y quistificacién.
Los valores medios de peso de PSA malignos/benignos aportados por algunas series
son los siguientes: 383/73 gr (42), 759/156 (36), 376/67 (190). Padberg expone sus
resultados en 2 articulos citando en 1 pesos >200gr en PSA malignos e mferiores en
los benignos (184) , y en otro un peso >200gr en 6/6 malignos y en 1/58 benignos(186).
Nativ(176) refiere un volumen medio de 68cc para PSA benignos y de 112 para
tumores metastasicos (p>0,009) y Schlumberger (213) cita un didametro superior a los
8cm en 18/20 PSA malignos. En nuestro estudio el peso medio de los tumores benignos
fue de 101 gry el de los malignos 250 gr. (Contraste de Kruskal-Wallis con p=0,0284).
No obstante, tanto en nuestro estudio como en otros existe cierto solapamiento entre
los pesos de tumores benignos y malignos, lo cual relativiza mucho el valor pronostico
del peso tumoral.

Linnoila (42) sefiala una mayor tendencia de los tumores malignos hacia la
quistificacion macroscopica (74% frente al 35%) (p= 0,001). En nuestro estudio la
quistificacion ha sido mas frecuente en tumores malignos (25% frente a 14%) aunque

sin significacion estadistica (p>0,1). Este mismo autor cita textualmente: “Una
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caracteristica morfoldgica significativa de los tumores malignos fue la nodularidad
grosera o multiples nodulos que fueron observados al examen externo o mas
frecuentemente a la inspeccion de la superficie de corte. Esta nodularidad grosera fue
diferente de la frecuente multicentricidad simétrica de los feocromocitomas que ocurre
en el contexto de S. MEN tipo 2". Ademas indica que dicha caracteristica es una de las
4 con mayor poder predictivo de malignidad. No obstante, consideramos que dicho
parametro no queda suficientemente definido y es escasamente reproducible, en
especial en estudios retrospectivos. La unica asociacion significativa de la
multinodularidad, como ya se ha comentado, en nuestro estudio, es con el carécter
famihar de los PSA (S. MEN).

Son varios los articulos que ponen de manifiesto una mayor frecuencia de
necrosis en paragangliomas malignos ( 208, 209, 210, 211, 213). Linnoila (42) observa
necrosis confluente en el 32% de los tumores malignos yAen el 6% de los benignos (p
= 0,0023) y Proye advierte(190) necrosis en 17/24 tumores malignos. Medeiros (36)
aprecia necrosis extensa en los 5 tumores malignos de su serie (100%) y necrosis focal
en el 50% de los benignos. Kliewer (212) cita que la necrosis puede observarse tanto
en paragangliomas benignos como malignos. En nuestra serie hemos observado
diferencias significativas en cuanto a mayor frecuencia de necrosis tanto para la
malignidad como para la progresion (test de Fisher con p = 0,0360 y p = 0,0144
respectivamente) Asi, hemos observado una frecuencia de necrosis del 75% en
tumores malignos y del 29% en los benignos. Ademas la necrosis fue extensa o
confluente en el 50% de los tumores malignos que la presentaron frente a un 25% para
los benignos.

En nuestro estudio, 6 de los 8 tumores malignos (75%) presentaron penetracion
capsular frente a 1 (3,5%) de los benignos, habiendo que afiadir a los segundos un 21%
de tumores con infiltracion de la capsula aunque sin sobrepasarla. Estas diferencias han

sido muy significativas (p = 0,00004) aunque no extrapolables a situaciones mas
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generales (test de Pearson con frecuencias esperadas menores a 5). Medeiros (36)
manifiesta un mayor % de infiltracion capsular en tumores malignos, al igual que
Gosset (197). Proye (190) describe infiltracion capsular en 9 de 26 feocromocitomas
malignos, y Heaney(195) en 2 de 22 benignos y en 2 de 4 malignos. Sin embargo, estas
cifras deben quedar matizadas por dos circunstancias. En primer lugar, dos de nuestros
tumores malignos no presentaron infiltracion capsular y uno de los benignos presentd
penetracion capsular completa (si bien era muy focal). En segundo lugar, en nuestro
estudio (al igual que en muchos otros) la infiltracion extensa de estructuras adyacentes
(y por tanto con infiltraciéon capsular ) constituye de por si uno de los criterios de
malignidad.

En la literatura se describe una mayor frecuencia de invasion vascular
microscéopica en paragangliomas malignos que en los benignos (42, 190, 195, 210,
211). Gosset (197) utiliza la invasion vascular junto a otros dos parametros histologicos
como criterio de clasificacion tumoral (benigno, maligno) y Proye (190) observa
invasion vascular en el 40% los tumores malignos. Medeiros(36) observa una
frecuencia similar de invasion vascular en tumores malignos y benignos. En nuestra
serie hemos observado invasion vascular microscopica en 2 de 8 tumores malignos
(25%) y en ninguno de los benignos (test de Fisher con p = 0,0444). Si incluimos como
criterio de invasion vascular la presencia de células sueltas en el interior de los vasos,
las cifras para tumores benignos y malignos son 7% y 75%. (aunque este Giltimo criterio
nos parece de escasa validez). No obstante, hay que tener en cuenta que, como se
demuestra en otras localizaciones , en ausencia de técnicas histoquimicas puede ser
muy dificil diferenciar invasion vascular de artefactos de retraccion tisular.

El tipo celular predominante en el 33% de los tumores malignos o con progresion
fue célula pequefia redonda frente a ningin caso entre los tumores benignos o que no
progresaron (test de Fisher con p=0,0117). Este hecho también ha sido reflejado en

otros articulos (36, 213). En la literatura no existe consenso acerca del significado
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pronostico de la presencia de células fusiformes. Algunos autores lo relacionan con la
capacidad invasiva del tumor (25) o el potencial maligno (214,215). Otros niegan su
significado adverso (42, 36). En nuestra serie hemos observado células fusiformes,
siempre de manera focal, en 7 casos (2 benignos esporadicos, 1 maligno y 4 MEN).

El indice de mitosis en lineas generales fue bajo (en todos los casos menos en
3 fue menor o igual a 2). Se identificaron figuras de mitosis en 6 de 8 tufnores malignos
(75%) y en 11 de 28 benignos (39%) (3 esporadicos, 4 MEN y 4 con facomatosis). En
la literatura, aunque se describe una mayor frecuencia de mitosis en tumores malignos
(42, 36,211, 210, 186)se advierte que dicho parametro histologico no sirve para
diferenciar tumores benignos de malignos (25, 36, 42, 145, 190, 212, 213).
| Hemos observado una mayor frecuencia no significativa de glébulos hialinos
Intracitoplasmicos en tumores benignos que en malignos (64% Vs 50%). Estas
diferencias resultan algo mas evidentes cuando se cuantifica el n® de globulos: en los
‘tumores malignos fueron raros u ocasionales en todos los casos, siendo frecuentes en
i€l 38% de los tumores benignos que los presentaron. Linnoila (42) si observa
“diferencias significativas a este respecto.

Coincidimos con la practica totalidad de los trabajos existentes en la literatura
en afirmar que no existe ningin parametro histolégico capaz de definir el potencial
agresivo de los PSA. Sin embargo, existen algunos caracteres histologicos y
macroscopicos presentes con mayor frecuencia en tumores malignos que en benignos.
Baséandose en este hecho Linnoila (42) ha desarrollado un sistema en el que en funcién
de 4 parametros (localizacion extraadrenal, nodularidad grosera, necrosis confluente
y ausencia de globulos hialinos) es capaz de clasificar correctamente mas del 70% de
los tumores con una probabilidad de acierto superior al 95%. No hemos podido aplicar
este sistema a nuestro estudio por dos motivos: sélo hemos incluido entre los
extraadrenales tumores malignos y encontramos dificultades (ya comentadas) para

reproducir el criterio de la nodularidad.
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1.-Estudio citométrico

-Los patrones anomalos de ploidia de ADN son frecuentes en los PSA(60%) sin
que ello implique necesariamente un pronostico adverso.

-Todos los tumores que mostraron un patrén diploide(40%) tuvieron un curso
clinico benigno y sin progresion de la enfermedad. Por tanto, la cuantificacion
citométrica del ADN permite identificar un subgrupo de pacientes con buen prondstico
y susceptibles de un seguimiento menos costoso € intensivo.

-Las diferencias en la distribucién del ADN entre los tumores benignos y
malignos han sido estadisticamente significativas con una frecuencia de malignidad del
36% para los tumores con patron anomalo, considerados globalmente (p=0,013); y del
33% y del 40% para tumores con patrones hiperdiploide (p=0.0331) y tetraploide
(p=0,0197) respectivamente. |

-Las probabilidades de malignidad (p=0.0025) son mayores en el rango
tetraploide y peritetraploide (DI>1,75).

-En varones predominan los patrones tetraploides y en mujeres los hiperdiploides
(p=0,0078).

-No existen diferencias significativas en la distribucion de patrones citométricos
en cuanto a la localizacion y lateralidad, ni en cuanto a la edad y el caracter familiar

de las neoplasias.

2.-Estudio anatomopatologico:

-Los PSA asociados a s. MEN presentan una alta frecuencia de bilateralidad
(77%) y multicentricidad (50%). Histologicamente en dichos tumores se aprecia una
mayor frecuencia de TAP, globulos hialinos intracitoplasmicos (p=0,0619) y capsula
tumoral mcompleta o ausente(p=0,0362). En los restantes parametros macro y
microscopicos no se han observado diferencias significativas respecto al caracter

familiar de los tumores.
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-Los tumores malignos presentan, respecto a los benignos, mayor peso tumoral
(p=0,0284) y mayor frecuencia de necrosis (p=0,0362), penetracion capsular, invasion
vascular (p=0,0444), predominio de células pequefias redondas (p=0,0117 para
malignidad o progresion de la enfermedad) y presencia de figuras de mitosis. Sin
embargo, no existe parametro anatomopatolégico alguno que permita predecir con

seguridad la evolucidn clinica de los PSA.

3. No existe correlacion estadisticamente significativa entre los patrones de ploidia y

la valoracion de los parametros anatomopatologicos convencionales.
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