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RESUMEN

Los tumores neuroenddcrinos de la region duodeno-pancreatica son neoplasias de lento
crecimiento, en ocasiones su presencia se percibe cuando el tumor produce alguna hormona funcional
en cantidades descontroladas dando origen a sindromes clinicos. Los tumores no sindromicos se
identifican cuando el tamafio del tumor es capaz de dar manifestaciones clinicas y por tanto en algunos
casos, la enfermedad es avanzada, sin embargo, ni la funcionalidad de un tumor enddcrino ni el anélisis
histologico del mismo son herramientas suficientes para determinar el potencial maligno en estos
tumores. Recientemente se ha descrito que los indices de proliferacion celular pueden estar
relacionados con las neoplasias malignas. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad de receptores de factores de crecimiento (EGFR y FGFR) y COX-2 relacionando su
expresion con la proliferacion celular (Ki-67 y topoisomerasa llo)) para discriminar entre tumores

benignos y malignos de origen neuroendocrino.

Se identificaron 29 tumores neuroenddcrinos pancredticos (TNE-P), 7 tumores carcinoides de
ampula de Vater y 3 duodenales (TC-AV/D). Se realizd inmunohistoquimica para EGFR, FGFR, COX-2,
Ki-67 y topoisomerasa lla.. Se identifico el porcentaje e intensidad de marca en células neoplésicas. La
malignidad se establecio de acuerdo a la clasificacion de la OMS. La informacion demogréfica, clinica y
seguimiento se obtuvo de los expedientes clinicos. Se utilizd U de Mann-Whitney y andlisis de varianza

para las comparaciones.

El tamafio en los TNE-P no funcionales fue mayor que en los TNE-P funcionales y en los TC-
AVID no hubo diferencias. El tamafio también vario entre los cuatro grupos de TNE-P, asociandose
mayor tamafio del tumor con mayor agresividad de la enfermedad (p<0.05). La expresion de los
marcadores en estos tumores no presentd asociacion con el comportamiento biologico maligno, sin
embargo la expresion de FGFR y COX-2 fue menor en los grupos malignos sin presentar diferencias

significativas. La enzima COX-2 se expresé en todos los casos malignos y en 67% de los benignos en



TC-AVID, pero no se identificé asociacion significativa en la expresion de EGFR, FGFR y COX-2 con
malignidad, aunque si se asocié mayor proliferacion celular (Ki-67) con malignidad en este grupo
(p=0.03) y no en los TNE-P. En conclusion, la expresion de EGFR, FGFR y COX-2 no es de utilidad
para predecir comportamiento biolégico maligno en TNE-P ni tampoco los indices de proliferacion, que
si se asociaron con malignidad en TC-AV/D. La medicion del tamafio del tumor es el mejor predictor de
comportamiento biolégico en los TNE-P. La funcionalidad de los TNE-P es util para su pronta deteccion,

sin ser un factor confiable para predecir el comportamiento biol4gico.



INTRODUCCION

Tumores neuroenddcrinos pancreaticos (TNE-P)

Los TNE-P abarcan entre 1-2% de todas las neoplasias pancreaticas y tienen incidencia anual
en la poblacion general de aproximadamente cinco casos por millon de habitantes [1]. Estas neoplasias
se caracterizan por presentar crecimiento lento y su diferenciacion neuroendocrina se determina por
morfologia convencional, histoquimica e inmunohistoquimica [2]. Histoldgicamente, las celulas de los
TNE-P tienen aspecto citoldgico uniforme, en ocasiones presentan mitosis y su patron de crecimiento
puede ser solido, acinar, trabecular, formando mantos e incluso se puede observar mas de un patron en
el mismo tumor [3]. En general el patron histologico de un TNE-P no permite determinar su estado

funcional ni su comportamiento bioldgico.

Hasta hace pocos afios la presencia de metéstasis a ganglios o a 6rganos adyacentes era la
Unica evidencia firme para determinar la malignidad de los tumores neuroenddcrinos localizados en el
pancreas, sin embargo, en la clasificacion actual se analizan varias caracteristicas. Cuando se trata de
un tumor bien diferenciado con ausencia de metastasis, éste se puede ubicar en dos grupos, benigno e
incierto, dependiendo de sus caracteristica morfologicas, si el analisis incluye al menos una de las
siguientes caracteristicas: mas de dos centimetros en tamafio, entre dos y diez mitosis en diez campos,
invasion perineural, angioinvasion y proliferacion celular mayor al dos por ciento, se trata de un tumor
con comportamiento incierto. De manera que los tumores de comportamiento incierto son mas

susceptibles a generar comportamiento agresivo.

El comportamiento bioldgico maligno de un TNE-P se determina de bajo-grado cuando el tumor
es bien diferenciado, presenta metastasis y/o invasion local; y de alto-grado, cuando el tumor es
pobremente diferenciado y presenta mas de 10 mitosis en 10 campos; mientras que para determinar de
manera definitiva el comportamiento bioldgico benigno de un TNE-P, no debe haber evidencia de

metastasis y ademés se requiere de un periodo largo de tiempo en el seguimiento clinico del paciente

[4].



Clinicamente entre el 50 y 60% de los TNE-P son funcionalmente activos, es decir, hay
secrecion descontrolada de hormonas como insulina, gastrina, péptido intestinal vasoactivo (VIP) o
glugagon, entre otras. Los sindromes caracteristicos de cada hormona son: sindrome hipoglucémico o
glucopénico, sindrome de Zollinger-Ellison, sindrome de Verner-Morrison y sindrome glucagonoma,
respectivamente. Estas manifestaciones clinicas permiten sospechar la existencia de los tumores

endacrinos aun en etapas iniciales.

En el grupo de los tumores funcionales, los insulinomas son el tipo més frecuente seguido por
los gastrinomas [6]. Los insulinomas originados en el pancreas, tienen la caracteristica de comportarse
clinicamente en forma benigna en més del 95% de los casos, mientras que los gastrinomas en la misma
region se comportan de forma maligna en aproximadamente el 60% de los casos [7]. El 60% de los
casos diagnosticados como gastrinomas mdltiples y 20% de los insulinomas multiples, estan asociados
con la neoplasia enddcrina maltiple tipo 1 (MEN-1) [8].

A diferencia de los TNE-P funcionales, los TNE-P no funcionales se detectan de manera
incidental y/o tardia, esto de debe a que son tumores cuya secrecién hormonal es escasa 0
bioldgicamente inactiva para producir un sindrome clinico, comprenden del 10 al 58% de los TNE-P
[9,10] y en algunos casos se incluye en esta clasificacion aquellos tumores que son secretores de
polipéptido pancreatico, neurotensina y calcitonina [11]. Se ha informado que 60% al 80% de los TNE-P
no funcionales presentan actividad metastésica al momento del diagndstico [12]. Aproximadamente el

15% de los casos diagnosticados como TNE-P no funcionales multiples, estan asociados con MEN-1

[8].

Debido a que basarse unicamente en la morfologia del tumor para la prediccion del
comportamiento biolégico en un TNE-P es dificil, diversos grupos de estudio han propuesto marcadores
para ayudar a esta tarea. Dado que la proliferacion celular se ha asociado con la malignidad, entre las
proteinas estudiadas se encuentran aquellas que intervienen en el ciclo celular como p27 [13], p21
[13,14] y ciclina D1 [15]; marcadores de funciones que son vitales para el mantenimiento y continuidad

del tumor como el receptor de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR) y CD34 [16]; y algunos



otros marcadores que se han asociado, como el receptor de progesterona [16,17]. También se han
probado varios marcadores de proliferacion celular ademas de Ki-67 [17,18] como topoisomerasa lla
[16] y antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) [19] los cuales también han mostrado ser de

utilidad variable en la prediccion de comportamiento bioldgico maligno.

En el estudio realizado por Pelosi y colaboradores [17] comparando dos marcadores de
proliferacion celular, encontraron que existen indices de proliferacion mayores al 5% en TNE-P
malignos, medido con Ki-67 pero no asi con PCNA. Del analisis de supervivencia, Ki-67 surge como un
indicador de potencial metastatico y como un predictor independiente de supervivencia. En el estudio
realizado por Diaz-Rubio y colaboradores [16] se informa que el indice de proliferacion medido con
topoisomerasa lla. es significativamente mayor en TNE-P malignos en comparacion con los TNE-P
benignos (p=0.001). Sin embargo ambos estudios no estratifican las diversas categorias de lesiones

endocrinas establecidas por la OMS.

Por otro lado, Jorda y colaboradores [18] confirmaron los resultados de Pelosi en los que la
inmunotincion para determinar la actividad proliferativa medida con Ki-67 en TNE-P con indices
mayores al 5%, presenta asociacion con pobre pronostico y que estos descubrimientos son Utiles en
predecir la agresividad clinica de estos tumores, ademas de que la deteccién de Ki-67 por medio de
inmunohistoquimica ha probado ser un método sencillo y confiable para la determinacion de la actividad

proliferativa en estas neoplasias.

Tumores carcinoides de ampula de Vater y duodeno (TC-AV/D)

Al igual que las celulas endocrinas del pancreas, las células endocrinas del &mpula de Vater y
del duodeno se originan del endodermo [20], los tumores carcinoides se originan a partir de estas
celulas y son neoplasias de lento crecimiento con distintas caracteristicas clinicas y bioldgicas [21]. Los
tumores carcinoides que surgen en el ampula de Vater son neoplasias extremadamente raras y por esta

razon usualmente se incluyen en el grupo de tumores carcinoides de duodeno.



Un estudio reciente evaluando la actividad proliferativa con Ki-67, muestra que indices de
proliferacion altos reflejan comportamiento biologico agresivo y potencial metastatico en tumores

carcinoides de ampula de Vater y en tumores carcinoides de duodeno [22].

Proliferacion celular

La proliferacion celular depende de la actividad de diversos factores en condiciones fisiologicas
y patolégicas. Entre estos se han identificado factores de crecimiento y sus ligandos, asi como otras

moléculas como la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2).

Receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

La familia de receptores erbB se expresa en tejido epitelial, mesenquimal y de origen neuronal,
en donde juegan papeles criticos en procesos como desarrollo embrionario, proliferacion y
diferenciacion [21]. La familia erbB consiste de cuatro receptores transmembranales: receptor de factor
de crecimiento epidérmico (EGFR, c-erbB1 o HER1), erbB2 (HER2 o Neu), erbB3 (HER3) y erbB4
(HER4). EGFR es una glicoproteina de 170-kDa y es miembro de la familia de receptores tirosina
cinasa (RTK). Este contiene un dominio extracelular de union al ligando, una region transmembranal
Unica y un dominio intracelular con un extremo C-terminal con mdltiples sitios de fosforilacion [24]. Los
ligandos que activan el EGFR incluyen al factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento transformante alfa (TGF-o), el factor de crecimiento tipo-EGF de union a heparina (HB-
EGF), amfirregulina (AR), betacellulina (BTC), epirregulina (EPR) y epigeno (EPI) [25,26].

Las diversas respuestas celulares que se producen a causa de la activacion de EGFR
dependen en su mayoria del ligando que se le une, de modo tal que para activar proliferacion celular,
los ligandos encargados de producir dicha respuesta son EGF, TGF-a, AR y BTC [27]. Diversos
estudios demuestran que EGFR se encuentra sobre-expresado en tumores pancreaticos malignos [28]
y en TNE-P malignos [29], ademas que su sobre-expresion tiene implicaciones en la transformacion a

comportamiento maligno [30].



La ruta de sefalizacion corriente abajo después de la activacion de EGFR se inicia cuando se
lleva a cabo la union del ligando al receptor y da como resultado la formacion de dimeros o
heterodimeros. Esta union genera la activacion del dominio catalitico del receptor y con ello la auto-
fosforilacion de tirosinas del dominio catalitico del mismo, por consiguiente la union a proteinas
adaptadoras como Shc y Grb2. Estas proteinas se acoplan por medio de sus dominios SH2. Grb2
recluta a la proteina, Sos, cuando estas dos proteinas estan unidas se cataliza la sustitucion de GDP
unido a Ras por GTP. Cuando GTP esta unido, Ras puede activar una proteina cinasa, Raf-1, la
primera de tres proteinas cinasas (Raf-1, MEK, MAPK) que forman una cascada en la que cada cinasa
activa la siguiente por fosforilacion. La dltima de este grupo, la proteina cinasa activada por mitdgeno
(MAPK), se activa por la fosforilacion en uno de sus residuos de treonina y uno de tirosina. Al activarse,
entra en el nlcleo y fosforila a factores de trascripcion activandolos. De este modo se inicia la

traduccion de genes involucrados con el proceso de proliferacion celular [31], ver figura 1.
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Figura 1. Respuesta celular asociada con sefializacion a traves de la activacion de EGFR.



Receptor de factor de crecimiento fibroblastico (FGFR)

El proceso de proliferacion celular a través de la activacion de la proteina MAPK también se
lleva a cabo por la activacion de otro miembro de la familia de RTK; el receptor de factor de crecimiento
fibroblastico (FGFR). FGFR contiene un dominio extracelular de unién al ligando, una region Unica
transmembranal y un dominio intracelular con un extremo C-terminal con multiples sitios de
fosforilacion. La familia de FGFR esta constituida por cuatro miembros FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 y
FGFR-4[32].

El ligando encargado de la activacion de FGFR es el factor de crecimiento fibrobléstico (FGF),
del cual se conocen al menos 18 miembros en la familia (FGF1-18). La activacion de FGFR ademas de
activar proliferacion celular, también estd implicado en procesos celulares tales como diferenciacion y

migracion durante la embriogénesis [32].

La activacion de FGFR requiere de la presencia de moléculas de heparina o del proteoglicano
heparan sulfato (HSPG), que forman oligomeros con FGFs como se muestra en la figura 2 [33], la
oligomerizacion y posterior union con FGFR da como resultado la dimerizacion o heterodimerizacion del

receptor y la activacion del dominio tirosina cinasa [34].
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Figura 2. Oligomerizacion de FGF y posterior activacion de FGFR.



Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

En la activacion del proceso celular de proliferacion no solo estan involucrados los receptores
de factores de crecimiento y sus ligandos, En diversos estudios se ha encontrado que, en células
endoteliales [35], lineas celulares de tumores endocrinos humanos [36] y lineas celulares de cancer de
colon [37], la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) se encuentra ampliamente relacionada en este

proceso celular.

La enzima COX-2 también referida como prostaglandina endoperdxido H sintasa, es una
proteina integral de membrana, que se encuentra en el reticulo endoplasmico y en la envoltura nuclear.
COX-2 tiene 72-kDa y se encuentra formando dimeros [38]. Esta enzima cataliza el primer paso en la
biosintesis de acido araquidénico a prostaglandina H2, un intermediario comdn en la sintesis de todas

las prostaglandinas.

En la actualidad se le conocen dos isoformas, COX-1 y COX-2. La enzima COX-1 se expresa
constitutivamente en tejidos del sistema cardiovascular y en la mucosa géstrica. Por otro lado COX-2
solo se expresa de manera constitutiva en cerebro y rifion y es dificil encontrarla en tejido normal. Su
expresion se induce rapidamente por ciertas citocinas inflamatorias, protooncogenes, oncogenes o0 por

la accion de factores de crecimiento [39].

Se ha encontrado que la sobre-expresion de COX-2, ademas de inducir proliferacion celular
[35-37], también es capaz de incrementar el potencial metastasico [39] y generar angiogénesis en

lineas celulares de carcinoma de colon [40].



JUSTIFICACION

La falta de un método efectivo para identificar los TNE-P con potencial de comportamiento
maligno, asi como la asociacion de malignidad con mayor proliferacion celular, nos lleva a investigar si
alguno de los factores determinantes del proceso de metéstasis pudiera ser un marcador Util para

identificar a las neoplasias malignas.

La evaluacion por inmunohistoquimica de las proteinas antes mencionadas y la medicion de su
probable impacto en los indices de proliferacion celular de los tumores enddcrinos de la region
duodenopancreatica son de particular relevancia dado que existen bloqueadores farmacolégicos
especificos de EGFR, FGFR y COX-2.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad de EGFR, FGFR y COX-2 como marcadores diferenciales en el

diagndstico y prondstico de neoplasias neuroendocrinas de region duodenopancreética.

Particulares

1) Determinar la expresion de EGFR, FGFR y COX-2 en TNE-P y en TC-AV/D.

2) Establecer la asociacion de los diversos marcadores inmunohistoquimica evaluados con las
categorias diagnosticas establecidas y su prondstico.

3) Identificar indices de proliferacion celular y correlacionarlos con la expresion de EGFR, FGFR y
COX-2.

4) Investigar diferencias en las otras variables estudiadas entre los tumores benignos y malignos.

5) Investigar diferencias en los resultados de acuerdo al origen anatémico de los tumores.

HIPOTESIS

La expresion EGFR, FGFR, COX-2 y la proliferacion celular, seran mayores en los TNE

malignos.

La expresion de EGFR, FGFR y COX-2 permitira la identificacion oportuna de TNE malignos

independientemente de su sitio de origen.

11



MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

Retrospectivo, transversal y comparativo

Seleccion de casos
a) Criterios de inclusion

1) Pacientes sometidos a biopsia quirirgica o reseccion de neoplasias de pancreas, ampula de Vater y
duodeno con diagnostico morfologico de TNE en el periodo de 1983 hasta 2004.

2) Contar con laminillas y blogues de parafina disponibles en el archivo de patologia quirdrgica del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, México, D.F.
b) Criterios de exclusion

1) Pacientes sometidos a biopsia o reseccion de neoplasias de pancreas, &mpula de Vater y duodeno
sin comprobacion morfoldgica de diferenciacion neuroendocrina.

2) Pacientes en los que no se cuente con material patologico para estudio (laminillas o bloques de
parafina).

Serie de estudio

Se seleccionaron en total 39 casos de neoplasias neuroendocrinas entre 1983 y 2004 del

archivo de patologia quirGrgica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubirdn”.
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Del expediente clinico se obtuvo edad, género, sindrome clinico asociado con la secrecion de
hormonas, tamafio del tumor, invasion vascular, metastasis a distancia y/o ganglionar, tiempo de

seguimiento y estado actual de cada uno de los pacientes.

Evaluacion morfoldgica

De los casos seleccionados, se confirmé el diagnostico de neoplasia neuroendocrina revisando
los tejidos de cada caso tefiidos con hematoxilina y eosina. De la evaluacion morfologica de cada uno
de los casos se incluyo tamafio del tumor, presencia o ausencia de necrosis, nimero de mitosis en 10
campos (40X), invasion vascular, metastasis ganglionar y metastasis a distancia. La revision de todos
los casos se hizo en conjunto con un patélogo con experiencia en lesiones neuroendocrinas (AGD).
Los TNE tanto del pancreas como de la region duodenal se clasificaron segun la propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [4]. Tabla 1y 2.

Clasificacion de TNE-P

Benigno
<2 cm en tamafio, no angioinvasion, no invasion perineural, <2

Tumor endocrino bien mitosis en 10 campos y <2% Ki-67.

diferenciado Incierto
>2 c¢cm en tamafio, 2-10 mitosis en 10 campos, >2% Ki-67,

angioinvasion e invasion perineural.

Carcinoma endécrino bien [Maligno bajo-grado

diferenciado Invasion de 6rganos adyacentes y/o metastasis.

Carcinoma enddcrino Maligno alto-grado

pobremente diferenciado  [>10 mitosis en 10 campos.

Tabla 1. Criterio de clasificacion clinico-patolégica de los TNE-P de acuerdo a la organizacion Mundial
de la salud (OMS), 2004.
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Clasificacion de TC-AV/ID

Tumor neuroendocrino bien

diferenciado

Benigno

Mucosa-submucosa, <1 cm en tamafio, sin angioinvasion.

Incierto

Mucosa-submucosa, >1 cm en tamafio, con 0 sin angioinvasion.

Carcinoma neuroendocrino

bien diferenciado

Maligno bajo-grado

Invasion de musculares propia y/o metéstasis.

Carcinoma neuroendocrino

pobremente diferenciado

Maligno alto-grado

Tabla 2. Criterio de clasificacion clinico-patologica de los TC-AV/D de acuerdo a la OMS, 2004.

Inmunohistoquimica

Las muestras de tumores se cortaron a 4 micrometros de espesor y se colocaron en laminillas

cargadas positivamente o en laminillas silanizadas. Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas

en bafios consecutivos de xilol, alcohol y por Gltimo solucién amortiguadora (Tris pH 7.6).

La recuperacion antigénica se realizo en olla de presion en dos ciclos de 7 minutos cada uno,

utilizando solucion amortiguadora de citrato 10mM a pH 6 para FGFR, solucién amortiguadora EDTA

10mM a pH 8 para Ki-67 y topoisomerasa llo.. Para EGFR se realizd digestion proteica con tripsina

durante 5 minutos, para la recuperacion del antigeno, mientras que para COX-2 no fue necesaria la

recuperacion antigénica, ver tabla 3 para las diluciones utilizadas. Después de la recuperacion

antigénica, se realizo inmunohistoquimica usando el sistema avidina-biotina de la siguiente manera:

1. Incubacién durante 10 minutos con proteasa (Unicamente para el anticuerpo EGFR).

2. Lavar e incubar durante 20 minutos con bloqueador de peroxidasa enddgena.
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3. Lavar e incubar durante 32 minutos el anticuerpo primario (EGFR, FGFR, COX-2, Ki-67 y
topoisomerasa llo) para el control negativo se sustituye el anticuerpo por diluyente.
4. Lavar e incubar el anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos.
5. Lavary dejar reaccionar la estreptoavidina asociada a peroxidasa durante 15 minutos.
6. Lavary revelar con diaminobencidina y peréxido de hidrégeno durante 5 minutos.
7. Lavary contrastar con hematoxilina.
Nota: En todo el proceso de tincion no se debe dejar secar el tejido y todos los lavados se hacen con
Tris pH 7.6.
Después del proceso de tincion, el tejido fue deshidratado en bafios consecutivos de alcohol y

xilol'y las laminillas se montaron con resina para su posterior andlisis en microscopio de luz.

Como control positivo para los anticuerpos Ki-67 y topoisomerasa llo se utiliz6 amigdala, para
EGFR se utilizo piel; para FGFR se utilizd una cicatriz de piel, para COX-2 se utilizé un caso de
carcinoma de pulmén y como control negativo en todos los casos se omitio el anticuerpo primario en el

paso 3.

Fabricantes y diluciones de anticuerpos primarios utilizados en el método de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Tipo Fabricante Diluciébn ~ Recuperacion
EGFR M **Dako 1:25 Proteasa
FGFR M Abcam 1:100 Citrato
COX-2 P Cayman 1:400 No
Ki-67 M *Dako 1.75 EDTA

<

Topoisomerasa llou *Dako 1:100 EDTA

Tabla 3. M: monoclonal; P: policlonal; Abcam Inc. Cambridge; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA,

*Dako Cytomation, Carpinteria; **Dako Cytomation, Denmark.
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Interpretacion de resultados

La expresion de los marcadores COX-2, EGFR y FGFR se consideré como positiva en las
células inmunotefiidas, tomando en cuenta todas las células del tumor se aproximé el porcentaje de
células marcadas y la intensidad de la marca se gratificd como: negativo, cuando las células no
presentaron expresion; 1+, cuando la tincion fue débil; 2+, cuando la tincion fue moderada y 3+, cuando
la tincion se presentd intensa. Para la actividad proliferativa (Ki-67 y topoisomerasa llot) se consideraron
los nlcleos inmunotefiidos como células en proliferacion (positivas). El analisis se hizo utilizando el
objetivo 40X.

Andlisis estadistico

Promedio, desviacion estandar y mediana se usaron en forma descriptiva. Se utilizé la prueba U
de Mann-Whitney para la comparacion entre grupos. Se hizo correlacion de Pearson para establecer la
relacion entre la expresion de COX-2, EGFR FGFR con la proliferacion celular y el comportamiento
biologico. Se utilizd andlisis de varianza para las comparaciones entre los grupos de TNE-P. Los
resultados se consideraron significativos si el valor P fue menor a 0.05. Se usé el programa SPSS

version 11.0 para Windows.
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RESULTADOS

Se identificaron 39 tumores neuroenddcrinos, 29 localizados en pancreas (TNE-P) y 10 en
region duodenal (TC-AV/D), del Gltimo grupo tres en ampula de Vater. Los datos demograficos, las

caracteristicas de los tumores y resultados de marcadores de la serie de estudio se listan en la tabla 4.

Tumores neuroenddcrinos pancreaticos

Las edades en el grupo TNE-P variaron entre 17 y 70 afios, 17 tumores pertenecieron a
mujeres y 12 a hombres. El 82% de los tumores funcionales fueron insulinomas y el 18% restante
gastrinomas. De los pacientes con tumor no funcional 86% debutaron con dolor abdominal. El tamafio
del tumor en este grupo fue significativamente mayor (p=0.0001) en comparacion con el grupo de TC-
AV/D.

Caracteristicas TNE-P (n=29) TC-AV/D (n=10)
Género (M:F) 12:17 37
Edad promedio (afios) 44 62*
Funcionales 22 3

Insulinomas 18 0

Gastrinomas 4 3
No funcionales 7 7
Tamafio del tumor (cm) (media +DE) 4.5+3.8 1.2+0.9*
Metastasis a ganglios 4 3
Metastasis a distancia 6 3
Invasion Vascular 4 4
Tiempo de seguimiento (meses) (media +DE) 46151 65+50
EGFR (%) 2(7) 1(10)
FGFR (%) 10(35) 1(10)
COX-2 (%) 12(41) 8 (80)

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de TNE-P y TC-AV/D. M: masculino; F: femenino; DE: desviacion

estandar; * p<0.05 con U de Mann-Whitney.
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Las neoplasias neuroendocrinas del pancreas fueron clasificadas utilizando los criterios

propuestos por la OMS (tabla 1), en la tabla 5 se presentan las caracteristicas clinicas y morfoldgicas

de acuerdo a esta clasificacion.

Carcinoma Carcinoma
endocrino endocrino
Tumor endocrino bien bien pobremente
Caracteristicas diferenciado diferenciado  diferenciado
Maligno Maligno
Benigno Incierto bajo-grado alto-grado
(n=9) (n=14) (n=5) (n=1)
Género (M:F) 4:5 5:9 2:3 1.0
Edad promedio (afios) 41 42 46 67
Funcionales 9 11 2 0
Insulinomas 9 9 0 0
Gastrinomas 0 2 2 0
No Funcionales 0 3 3 1
Tamafio del tumor (cm) (media £DE) 1.5+0.3 4.9+3.1* 7.6+5.5% 10*
Metéstasis a ganglios 0 0 4 0
Metéastasis a distancia 0 0 5 1
Invasion vascular 0 1 2 1
Invasion perineural 0 2 0 0
Necrosis 0 1 0 1
Mitosis (media +DE) 1+1.22 2+2.85 1+2.23 10
Casos positivos Ki-67>2% 0 1
% Ki-67 (media +DE) 0.7+05 1.3+1.3 1.4+1.1 60
Tiempo de seguimiento (meses) (media
+DE) 65+60 45450 24+34 1

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y morfologicas de TNE-P. M: masculino; F: femenino; DE: desviacion

estandar. * p<0.05 ANOVA, con respecto al grupo de benignos.
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Tumor endocrino bien diferenciado

Benigno

Cinco pacientes en este grupo fueron mujeres, la edad promedio fue de 41 afios, todos los
pacientes presentaron sindrome neuroglucopénico a causa de insulinoma y el tamafio promedio del
tumor fue de 1.5 cm. Un paciente con insulinomas multiples present6 neoplasia endocrina mdltiple tipo-

1 (NEM-1). El tiempo promedio de seguimiento en este grupo fue de 65 meses.

Incierto

El grupo de tumores con comportamiento incierto se determina cuando se presenta al menos
una de las caracteristicas enlistadas en la tabla 1. Nueve pacientes en este grupo fueron mujeres y la
edad promedio fue de 42 afios. Nueve pacientes presentaron sindrome neuroglucopénico por
produccion anormal de insulina y dos sindromes de Zollinger-Ellison a causa de gastrina. El tamafio
promedio en este grupo fue de 4.9 cm y fueron significativamente mas grandes (p=0.0001) en
comparacion con el grupo benigno. Dos pacientes con insulinomas multicéntricos presentaron NEM-1.
El tiempo promedio de seguimiento fue de 44 meses. La figura 3 muestra la morfologia caracteristica de

este grupo de tumores y la baja actividad proliferativa medida con Ki-67.

i

Figura 3. A: tincion hematoxilina y eosina de TNE-P de comportamiento incierto la flecha sefiala una
célula en mitosis (40X). B: tincion inmunohistoquimica para Ki-67 con 2% de marca en el tumor (10X).
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Carcinoma endocrino bien diferenciado

Maligno bajo-grado

Tres tumores en este grupo pertenecieron a mujeres y dos a hombres, la edad promedio fue de
46 afos, hubo tres tumores no funcionales y los dos pacientes con tumor funcional (gastrinoma)
presentaron sindrome de Zollinger-Ellison. El tamafio promedio de los tumores fue 7.6 cm y se encontré
diferencia significativa (p=0.029) con respecto al grupo benigno. En este grupo el paciente con NEM-1

tuvo gastrinomas multiples. El tiempo promedio de seguimiento fue de 24 meses.

Carcinoma enddécrino pobremente diferenciado

Maligno alto-grado

Solo un hombre de 60 afios presentd tumor no funcional con tamafio de 10 cm. El analisis
morfolégico del tumor reportd presencia de necrosis, mas de 10 mitosis en 10 campos y la
inmunoreaccion para Ki-67 fue de 60% (figura 4), el paciente murié al mes de haber sido intervenido

quirdrgicamente.

Figura 4. A: Tincién hematoxilina y eosina de TNE-P de comportamiento maligno alto-grado, las flecha
sefialan células en mitosis (40X). B: Tincion inmunohistoquimica para Ki-67 con 60% de marca en el
tumor (10X).
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La tincion para los diferentes marcadores no mostro diferencias significativas entre grupos. Para
los TNE-P benignos la expresion de EGFR fue negativa y para COX-2 y FGFR la expresion fue del 56%
en ambos casos. En los TNE-P inciertos el 43% de los casos expreso COX-2, el 21% de los casos
expresd FGFR y el 7% de los casos EGFR con intensidad débil, ver tabla 6.

Carcinoma
Carcinoma endaécrino
Tumor enddcrino bien enddcrino bien pobremente
Marcador diferenciado diferenciado diferenciado
Maligno
Benigno Incierto Maligno alto-grado
(n=9) (n=14) bajo-grado (n=5) (n=1)
EGFR 0/9 1/14 (7) 0/5 11
FGFR 5/9 (56) 3/14 (21) 1/5 (20) 11
COX-2 5/9 (56) 6/14 (43) 1/5 (20) 0/1

Tabla 6. Tincion inmunohistoquimica para, EGFR, FGFR y COX-2. Los casos que se presentan en

intervalo son casos positivos/casos negativos y el porcentaje de casos positivos se presenta entre
paréntesis.

Para el grupo con carcinoma enddcrino bien diferenciado, la expresion de COX-2 y FGFR solo
se presentd en un caso, mientras que en ninguno de estos casos se expresdé EGFR. El carcinoma
enddcrino pobremente diferenciado no expresé COX-2, FGRF se expres6 con intensidad débil y la
expresion de EGFR fue positiva y de intensidad moderada (2+), ver tabla 6.
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Actividad proliferativa (Ki-67) en TNE-P
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Figura 5. Porcentaje de células positivas para Ki-67. *p=0.0001 ANOVA.

Tumores carcinoides de ampula de Vater y duodeno

En general para los TC-AV/D las edades variaron entre 31 y 82 afios (promedio: 62 afios) y
fueron significativamente de mayor edad en comparacion a los TNE-P (p=0.007); siete tumores
pertenecieron a mujeres y tres a hombres. Todos los pacientes que presentaron sindrome clinico en los
TC-AV/D se debieron a la produccion de gastrina y se localizaron en duodeno. El 71% de los pacientes
con tumor no funcional presentd dolor abdominal como sintoma predominante al momento del
diagndstico, seguido por ictericia, nausea y vomito 57%. El tamafio promedio en este grupo fue de 1.15
cm y el tiempo promedio de seguimiento fue de 65 meses (tabla 4).

22



Las neoplasias neuroendocrinas del area duodenal (TC-AV/D) fueron clasificadas utilizando los

criterios propuestos por la OMS (tabla 2), en la tabla 7 se presentan las caracteristicas demogréaficas,

funcionales, de invasion y resultados inmunohistoquimicos de acuerdo a esta clasificacion.

Benigno Maligno
(n=6) (n=4)
Género (M:F) 0:6 31
Edad (afios) (media £DE) 71£13 48+15*
Funcionales 2 1
Insulinomas 0 0
Gastrinomas 2 1
No funcionales 4 3
Tamafio del tumor (cm) (media £DE) 0.96+0.62 1.43+1.21
Metéstasis a ganglios 0 2
Metastasis a distancia 0 3
Tiempo de seguimiento (meses) (media £DE) 50£33 88167
EGFR (%) 0 1(25)
FGFR (%) 0 1(25)
COX-2 (%) 4(67) 4 (100)

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de TC-AV/D divididos por malignidad. M: masculino; F: femenino; DE:

desviacion estandar; * p=0.038 con U de Mann-Whitney, malignos versus benignos.

En los TC-AV/D no se presentaron lesiones con caracteristicas de comportamiento incierto o

maligno de alto grado. Se observd mayor expresion de los marcadores en los TC-AV/D malignos

mientras que los benignos la expresion fue nula para ambos receptores. En los TC-AV/D malignos se

presenta mayor proliferacion medida por Ki-67 que los benignos (p=0.038) figura 6, sin embargo dicha

diferencia no se observ con la reaccion para topoisomerasa llo.
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Actividad proliferativa (Ki-67) en TC-AV/D
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Figura 6. Porcentaje de células positivas para Ki-67. *p=0.038 U de Mann-Whitney, TC-AV/D malignos
versus benignos.

Funcionalidad

Adicional a lo propuesto en los objetivos también se realiz6 la clasificacion de las neoplasias

neuroendocrinas de acuerdo a su funcionalidad en ambos sitio anatémicos, (tabla 8).

La mayoria de los TNE-P fueron funcionales (n=22) y ocurrieron principalmente en mujeres. La
edad promedio de los pacientes con TNE-P funcional fue 41 afios y 53 en los pacientes con tumor no
funcional, presentdndose diferencia significativa (p=0.032) entre ambos. El tamafio de los TNE-P
funcionales fue significativamente menor que los no funcionales (p=0.0001).
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En los TC-AV/D el 70% de los tumores fueron no funcionales y la mayoria ocurrié en hombres,
mientras que en los TC-AV/D funcionales todos los tumores pertenecieron a mujeres. El tamafio

promedio en los TC-AV/D funcionales fue de 1.5 cmy de un cm en los no funcionales.

Caracteristicas TNE-P TC-AVID
No No
Funcionales Funcionales Funcionales Funcionales
(n=22) (n=7) (n=3) (n=7)
Género (M:F) 8:14 4:3 0:3 4:3
Edad promedio (afios) 41 53¢ 60 62
Insulinomas 18 - 0
Gastrinomas 4 - 3
Tamafio del tumor (cm) (media +DE) 3.0£15 104 +2.4*  150+0.26  1.00£1.01
Metastasis a ganglios 2 2 0 2
Metastasis a distancia 2 4 1 2
Invasion vascular 1 3 0 0
Tiempo de seguimiento (meses) (media £DE) 53+54 26+36 73161 62450

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de TNE-P y TC-AV/D. M: masculino; F: femenino; DE: desviacion

estandar. * p<0.05 U de Mann-Whitney, funcionales versus no funcionales del mismo sitio anatomico.

En la tabla 9 se listan los resultados de tincion e intensidad de los diferentes marcadores en
ambos sitios anatomicos divididos por funcionalidad, en el analisis comparativo entre tumores
funcionales y no funcionales no se encontraron diferencias significativas en expresion ni en intensidad.
El porcentaje de expresion en los tres marcadores fue de menos del 50% en todos los casos, con
excepcion de COX-2, que se expreso en 67% de los TC-AV/D funcionales y en 86% en los no

funcionales.
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Intensidad de

tinciona
Marcador No. de casos positivos 1+ 2+
TNE-P
Funcionales No Funcionales NF F NF
(n=22) (n=7)
FGFR 2 2 2
EGFR 1
COX-2 10 2 2
TC-AVID
Funcionales No Funcionales
(n=3) (n=7)
EGFR 0 1 1
FGFR 0 1 1
COX-2 2 6 3 8

Tabla 9. Inmunotincidon para COX-2, EGFR y FGFR comparando la expresion e intensidad entre

tumores funcionales y no funcionales en TNE-P y TC-AV/D. F: funcionales; NF: no funcionales;

aIntensidad de tincion, 1+; tincion débil; 2+: tincion moderada.
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DISCUSION

Identificar el potencial maligno de tumores neuroendocrinos en la fase inicial de su abordaje
diagndstico persiste como un gran reto para morfologos y médicos clinicos en general. Los patrones de
crecimiento, atipia, displasia y mitosis no son indicadores confiables de comportamiento biologico y por
otro lado, la presencia o ausencia de sindrome clinico por produccion hormonal anormal tampoco es
indicativo de su comportamiento. Las dificultades mencionadas no son privativas de los tumores
endocrinos del pancreas y se reconocen al intentar predecir el comportamiento de casi cualquier
neoplasia endocrina. En el presente estudio, la busqueda de la expresion inmunohistoquimica de
receptores involucrados en vias de crecimiento y diferenciacion en tumores endocrinos de pancreas,
dmpula de Vater y duodeno no permitid establecer asociaciones positivas para predecir su

comportamiento maligno.

Los TNE-P se clasificaron en cuatro grupos utilizando los criterios propuestos por la OMS [4].
La principal caracteristica en la cual se present¢ diferencia significativa entre los cuatro grupos fue el
tamafio del tumor, siendo de 1.5 cm para los tumores benignos y hasta de 10 ¢cm para el carcinoma
endocrino poco diferenciado. Es claro observar que el tamafio del tumor va en aumento conforme
aumenta la agresividad del mismo en los TNE-P. De manera inversa, el tiempo promedio de
seguimiento de los pacientes disminuye conforme aumenta la agresividad del tumor. Nuestra serie
confirma la confiabilidad del analisis macroscopico cuidadoso del tamafio mayor de 2 c¢cm, como

indicador de malignidad en TNE-P que ha sido recientemente avalado [4].

No se presentd mayor expresion inmunohistoquimica de EGFR y FGFR, tampoco se observo
correlacion entre la expresion de estos factores con la proliferacion celular (Ki-67 y topoisomerasa lla),
lo que nos indica que la activacion del proceso proliferativo celular y por tanto el crecimiento del tumor
no se debe a la accion de estos dos receptores. Al igual que en el estudio realizado por Srivastava [28]
la expresion de EGFR en nuestra serie de estudio no muestra correlacion con el tamafio del tumor,

estatus funcional y mucho menos con el comportamiento bioldgico en los TNE-P.
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Aunque se conoce que durante la embriogénesis FGFR esta involucrado en la proliferacion de
las células precursoras del epitelio pancreatico y su diferenciacion [42], no existen trabajos previos
evaluando la expresion de FGFR en neoplasias de origen endocrino. Nuestra busqueda de FGFR ha
sido original en ese sentido, sin embargo, la expresion de dicho marcador no se asocié con el grado de
agresividad de los TNE-P. Al contrario de lo esperado, apreciamos una disminucion de la expresion de

FGFR entre las neoplasias benignas y malignas bien diferenciadas del pancreas.

En el caso de COX-2 existen dos trabajos previos evaluando su expresion en TNE-P. En el
estudio realizado por Ohike [43] sus datos demuestran que COX-2 estd sobre-regulada en TNE-P
malignos y que existe una relacion cercana entre la expresion de COX-2 y la actividad proliferativa. Sin
embargo, en el estudio realizado por Okami [44] el 73% de los TNE-P benignos y el 50% de los
malignos expresaron COX-2, concluyendo que la expresion de esta enzima no se relaciona con
malignidad. Nuestros datos concuerdan con los reportados por Okami; considerando como benignos la
ausencia de metastasis y como malignos la presencia de éstas, la expresion de COX-2 fue de 48% y de
16% respectivamente. Creemos que la expresion de COX-2 tampoco es un marcador de malignidad en
TNE-P y contrariamente, apreciamos una tendencia de menor expresion conforme menor diferenciacion

de los tumores.

Topoisomerasa llo. se ha utilizado como marcador de proliferacion celular por ser un factor
necesario para el funcionamiento normal de la célula controlando la conformacion del ADN, replicacion
y otros eventos transcripcionales. Diaz-Rubio [16] reporta que topoisomerasa llo. es un marcador (til
para evaluar la fraccion de crecimiento tumoral y predecir malignidad en TNE-P. En el analisis de
nuestros datos este marcador de proliferacion no fue de utilidad en la prediccion de malignidad en TNE-
P bien diferenciados. La expresion de la proteina nuclear Ki-67 esti estrictamente asociada con
proliferacion celular y se usa de rutina en patologia como un marcador confiable de proliferacion
midiendo la fraccion de crecimiento de células tumorales humanas [45]. A excepcion del TNE-P
pobremente diferenciado en el cual el indice de proliferacion celular fue del 60%, en el anélisis del resto

de los TNE-P no se identifica relacion entre proliferacion celular y comportamiento maligno.
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El nimero de mitosis y tamafio en los tumores endocrinos del pancreas son variables en
aumento de acuerdo a la agresividad del tumor. El nimero de mitosis se correlaciond con el porcentaje
de células positivas para Ki-67 (p=0.0006), esta correlacion es esperable ya que ambos marcadores
expresan la actividad con la que un tumor prolifera. Sin embargo, en nuestra serie dichas variables no

son significativas para predecir comportamiento maligno.

El andlisis de los TC-AV/D no aport6 diferencias significativas entre comportamiento bioldgico
benigno y maligno de las variables estudiadas, a excepcion de la edad a la cual los pacientes
desarrollan la enfermedad, siendo significativamente mayor en los TC-AV/D benigno (71 afios), que los
pacientes con tumor maligno (48 afos). Por otro lado, en el anélisis de proliferacion celular medido con
Ki-67 se observo que los TC-AV/D malignos presentan mayor porcentaje de marca que los benignos
(p=0.038), este resultado coincide con el estudio de Bornstein-Quevedo [22], en el cual se reporta

mayor actividad proliferativa en los tumores carcinoides metastasicos.

En cuanto a la expresion de EGFR, FGFR y COX-2, no se identificaron diferencias significativas
entre los TC-AV/D benignos y malignos. Sin embargo, si se observaron casos positivos de dichos
marcadores en los TC-AV/D malignos.

Los pacientes con tumores no funcionales pueden ser asintomaticos al inicio de la enfermedad.
El retraso en la aparicion de los sintomas puede ser la razon por la cual en nuestro estudio los TNE-P
no funcionales son de mayor tamafo que en los funcionales (p=0.0001). Sin embargo en los TC-AV/D
no se observo esta diferencia, por lo que la funcionalidad de un tumor es una caracteristica muy util en
la deteccion temprana del mismo, siempre y cuando se genere un sindrome clinico caracteristico. En
nuestro analisis, el que un tumor endocrino de la region duodeno-pancreética sea 0 no funcional no esta
implicado en el comportamiento bioldgico del mismo. El analisis de los receptores evaluados dividiendo
los tumores endocrinos por funcionalidad en las tres localizaciones, no identifico diferencias

significativas entre lesiones benignas y malignas.

En la presente serie prevalecieron las mujeres portadoras de tumores endocrinos. En los TNE-P

la relacion hombre/mujer es de aproximadamente 1 a 1.5 y de 1 a 2 en los TC-AV/D. Aunque
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ligeramente menor, esta tendencia también se observo en el estudio realizado por Tomassetti [41]. El
andlisis demogréfico de la serie total ofrece diferencias significativas en cuanto a la edad en que los
pacientes desarrollan el tumor; para los TNE-P la edad promedio fue de 44 afios, la cual es menor que
la reportada en estudios previos [5,10,18,41]. En pacientes con TC-AV/D la edad promedio fue de 62
afios. El tamafio del tumor también es un factor que ofrece diferencias significativas entre los TNE-P y
los TC-AV/D, los primeros fueron de 4.5 cm en promedio y en los TC-AV/D el tamafio fue de 1.15 cm,
esta diferencia en tamafio tal vez se deba a que los tumores que se generan en el duodeno y &mpula de
Vater crean obstruccion en los ductos necesarios para el paso de enzimas producidas por las células
exocrinas del pancreas y el drenaje biliar. La acumulacion de estas enzimas en sitios inadecuados
puede producir sintomas clinicos obstructivos en los pacientes y de este modo hacer evidente la

presencia del tumor, aunque el tumor sea no funcional.

CONCLUSIONES

El tamafio mayor a 2 centimetros se asocia con mayor frecuencia al comportamiento maligno
en TNE-P.

La funcionalidad de los TNE-P no es un factor determinante de comportamiento biologico, pero

si es de utilidad en la deteccion temprana del tumor.

La expresion de COX-2, EGFR y FGFR no es de utilidad en la prediccion de comportamiento
maligno en los TNE-P ni en los TC-AV/D.

Los TNE-P bien diferenciados muestran tendencia a menor expresion de FGFR y COX-2.

Dichos hallazgos deben re-evaluarse utilizando métodos cuantitativos y mayor ndmero de casos.

Para los TC-AV/D la determinacion del indice de proliferacion con Ki-67 se asocié con

comportamiento maligno.
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