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“FACTORES CLINICO-PATOLOGICOS PRONOSTICOS EN TUMORES
NEUROENDOCRINOS BIEN DIFERENCIADOS METASTASICOS EN HIGADO”

1 RESUMEN

Introduccioén: Los tumores neuroendocrinos son neoplasias malignas con grados
variables de agresividad dependientes de variables morfologicas, seroldgicas y
clinicas sin una clara caracterizacion en nuestro medio. Se originan en diversos
sitios donde residen las células endocrinas y poseen capacidad de metastatizar a
diversos sitios, principalmente el higado.

Pregunta de investigacion: ;Cuales son los hallazgos clinico-patolégicos que
influyen en el pronostico de pacientes con metastasis hepaticas de tumores
neuroendocrinos bien diferenciados (TNEbd)?

Objetivo: Identificar factores clinico-patologicos con influencia prondstica en
TNEbd con metastasis en higado.

Metodologia: Estudio retrospectivo, longitudinal y descriptivo de los casos con
diagnostico morfolégico de tumor neuroendocrino y de carcinoma neuroendocrino
metastasico en higado del afio 2000 al 2020. Se re-revisaron las laminillas para
identificar el patron de crecimiento, numero de mitosis en 10 campos 40x, necrosis,
atipia/pleomorfismo nuclear en la metastasis y cuando se encontraba disponible en
el sitio primario. La proliferacién celular fue evaluada con inmunohistoquimica para
Ki-67 para establecer el grado. Cuando se encontraron disponibles se confirmaron
los marcadores genéricos de neoplasias neuroendocrinas. Se revisaron los
expedientes clinicos para identificar las caracteristicas demograficas, presentacion
clinica, tratamientos, evolucion y desenlaces. Se utilizaron medidas de tendencia
central y dispersion. Analisis univariado y multivariado para conocer asociaciones
y curvas de supervivencia de Kaplan-Meier con prueba de Log Rank.

Resultados: Se identificaron 71 pacientes con TNE metastasicos en higado que
62 contaron con material evaluable. Se eliminaron 9 pacientes (otro tipo histologico,
sin metastasis hepaticas y ausencia de informacion clinica). Al final, se contaron 53
pacientes, con mediana de edad de 54 afos (22-81 afos), 53% fueron varones,



Los TNEbd metastasicos al higado fueron grado 1 (53%), grado 2 (28%), grado 3
(9%) y 9% correspondieron a carcinomas neuroendocrinos. Los sitios primarios de
las metastasis se ubicaron en el pancreas (38%), intestino delgado (26%) y en 25%
no se identificé sitio primario. La afeccidn hepatica fue difusa en 86% de los
pacientes y la mediana de supervivencia global fue de 47 meses (60% de muerte
por enfermedad). El patrén de crecimiento sélido, alto grado nuclear, apoptosis y
mitosis fueron relevantes para la agresividad. El analisis univariado y multivariado
identifico el grado histologico en las metastasis (p<0.000), la presencia de 3 o 4
caracteristicas morfolégicas de malignidad (p< 0.000), metastasis al diagnostico
(p<0.003), recibir algun tipo de tratamiento (p<0.000) y reseccién del tumor primario
(p<0.000) como significativamente asociados con la supervivencia.

Conclusiones: Establecer el grado morfolégico e inmunohistoquimico con Ki-67
de los TNEbd metastasicos en higado, se asocia con la evolucion clinica. Se
reconoce peor evolucidn en metastasis con presencia de necrosis tumoral, patron

de crecimiento solido e incapacidad para resecar el tumor primario.



2 INTRODUCCION

Las neoplasias neuroendocrinas (NNEs) constituyen un grupo heterogéneo
de neoplasias que se originan de células neuroendocrinas, con mayor frecuencia
en el tracto gastrointestinal y respiratorio, que pueden o no ser funcionales. Su
incidencia ha ido en aumento en los ultimos afos. La mayoria son bien
diferenciados y se llaman tumores neuroendocrinos bien diferenciados (TNEbd).
Este subgrupo se caracteriza por poca proliferaciéon y usualmente tienen pronéstico
bueno a moderado. Los que son poco diferenciados, son de alto grado y se llaman

carcinomas neuroendocrinos (CNE), con un peor prondstico.

Sin embargo, se ha visto que a pesar de su bajo grado y ser bien
diferenciados, tienen la capacidad de metastatizar, siendo el higado el sitio principal
de metastasis, lo cual le confiere una disminucion en su sobrevida. Arriba del 20%
de los pacientes presentan metastasis en el momento del diagnostico. A pesar de
los avances en las técnicas de imagen, aproximadamente el 5% de las metastasis
tienen un primario desconocido. Dada la gran variabilidad en su comportamiento,
su tratamiento se vuelve un reto. Usualmente solo se daba grado histologico al
tumor primario, pero se ha visto que en la metastasis suele presentarse el mismo
grado o mayor. El determinar el grado histologico y otras variables como el indice
de proliferacion medido con Ki-67 de la metastasis hepatica, presencia de necrosis,
apoptosis, patrén de crecimiento solido y alto grado nuclear podra proveer
informacion del comportamiento que tendra dicho tumor y valor prondstico. La
correlacion entre el grado histolégico de la metastasis y la sobrevida no se ha
realizado en poblacion mexicana, lo que, junto con la identificacion de
caracteristicas morfolégicas, clinicas y de tratamiento indicativas de peor
prondstico, son los objetivos del presente estudio.



3 MARCO TEORICO

11 Tumores neuroendocrinos

Los tumores neuroendocrinos (TNE) son un grupo heterogéneo de lesiones
neoplasicas que independientemente del sitio primario de origen, comparten
caracteristicas de diferenciacién neural y endocrina como la presencia de granulos
neurosecretores, vesiculas tipo sinapticas y la capacidad de producir aminas o
péptidos hormonales (1).

Estas neoplasias se presentan principalmente en el sistema broncopulmonar
(22%) 'y gastrointestinal  -incluyendo  pancreas- (62%) o llamado
gastroenteropancreatico (GEP) (2), las cuales expresan marcadores generales de
diferenciacion neuroendocrina, sustancias bioactivas érgano-especifico y factores
de transcripcion especificos del tejido de origen. Comprenden un gran espectro de
neoplasias definidas por una morfologia convencional que va desde bien
diferenciados con crecimiento relativamente lento, pero con potencial maligno,

hasta carcinomas poco diferenciados altamente agresivos.

1.1.1 Localizacién y epidemiologia

Aunque la diferenciacion neuroendocrina puede darse en diversos
carcinomas como el de prostata, vejiga, mama, cavidad nasal, los TNE se
consideran una entidad separada por su origen en células neuroendocrinas del gran
sistema endocrino que incluye la hipdfisis, paratiroides, tiroides, suprarrenal,
pancreas, células endocrinas del tracto gastrointestinal, sistema respiratorio,
sistema nervioso, mama y sistema urogenital. A pesar de que la mayoria se
encuentran en el sistema respiratorio y digestivo, los 6érganos antes mencionados
pueden dar lugar a estos tumores, por ejemplo: los adenomas de paratiroides,
carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma en la glandula suprarrenal,
paraganglioma, adenoma de hipofisis; otros tumores neuroendocrinos poco
frecuentes también incluyen carcinoma de células de Merkel y el adenoma
neuroendocrino del oido medio (NAME). Recientemente se ha propuesto un

sistema de clasificacion para todos los sitios, donde aun el broncopulmonar no se
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ha unificado con el gastrointestinal. Otros sitios primarios que podemos encontrar
en menor frecuencia incluyen traquea, eso6fago, ovarios, testiculos, prostata, rifidn

y mama (1).

En cuanto al tracto gastrointestinal, los sitios primarios mas comunes son el
recto y el intestino delgado en EUA, ya no es el apéndice como a menudo se cita.
Mas del 20% de pacientes se presentan con metastasis al momento del
diagnéstico, mas comunmente en higado. Sin embargo, hay sitios con clara
distincién en cuanto a su potencial metastasico como los TNE del apéndice y el
estdmago, que generalmente se diagnostican confinados al sitio primario, mientras
que los pancreaticos y de intestino delgado se diagnostican en contexto de
metastasis. A pesar del desarrollo de las técnicas de imagen y un exhaustivo trabajo
clinico, en un 5 al 11% de tumores neuroendocrinos no es posible encontrar el sitio
primario. En esta situacion, la biopsia de higado se realiza con frecuencia para
confirmar el diagnostico, seguida de mayor investigacion para encontrar el probable
sitio primario, siendo muchas veces la unica muestra de tejido que tenemos al

alcance para evaluacion.

Segun los datos epidemioldgicos del registro nacional de cancer en Europa
Oriental y el US National Cancer Institute Surveillance, la incidencia de todos los
TNE en todos los sitios primarios ha incrementado 3.6- 4.8 veces en las 4 décadas
previas en el mundo occidental, que varia de 2.5 a 5 casos por 100 000 habitantes.
El mayor incremento de incidencia se registré en los TNE gastricos y rectales y el
menor aumento en intestino delgado y ciego. La incidencia anual estimada global
de TNE gastrointestinales es entre 3.6 y 3.9 por 100 000 habitantes. Estudios han
identificado diferencias raciales y de género. En poblacion asiatica, los TNE son
menos frecuentes en intestino delgado, mientras que TNE gastricos y rectales son
mas prevalentes(1).

La serie mas grande de TNE en poblacién norteamericana con un total de

35 618 de TNE -tanto GEP como de otras localizaciones como pulmoén y timo- en
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el periodo de 1973 a 2004 se observo un incremento en la incidencia anual, donde
al inicio fue de 1,09/100 000 habitantes y en 2004 de 5.25/100 000. El 52%
correspondio a mujeres y el 48% a hombres, con edad media al diagndstico de 63
anos. 40% se presentaron con enfermedad localizada, 19% con enfermedad
regional y 21% con enfermedad a distancia. De acuerdo con su origen embrioldgico,
la distribucion fue la siguiente: intestino proximal (estbmago, pancreas, duodeno)
41%, intestino medio (yeyuno, ileon, apéndice, ciego) 26%, intestino distal (colon y
recto) 13% (4).

En Francia, se evalud la incidencia de los TNE gastroenteropancreaticos
(GEP) en dos periodos, de 1976 a 1987 la relacion hombre/mujer mostro
predominancia en los hombres, la cual claramente disminuy6 durante el siguiente
periodo 1988 a 1999 debido a un gran incremento en los casos en mujeres. En
Espafa, en el Registro Nacional de Cancer de los TNE GEP, mostré una
distribucion similar entre sexos en su poblacién de estudio de 2001 a 2008 con 55%
hombres y 45% mujeres. La mediana de edad al diagnostico fue de 59 anos. Al
diagnostico 36.4% tenian enfermedad localizada, 14.2% enfermedad regional y
44.2% enfermedad metastasica, donde un 5.3% no fue reportado (5). También se
ha mencionado que existe una relacion mujer: hombre de 2.5:1, pero no ha sido
consistente en otros estudios realizados (2).

La epidemiologia de las metastasis de los TNE es virtualmente desconocida.
En un trabajo realizado en Suecia por Riihimaki y colaboradores, de un total de
7,334 pacientes con TNE del Registro Sueco de Cancer y de los Registros
Nacionales de Pacientes y Causas de Muerte se estudio la distribucion de las
metastasis encontrando que el higado fue el sitio mas comun de metastasis (82%
de los pacientes con metastasis) y el intestino delgado fue la fuente de metastasis
mas comun. De todos los pacientes con TNE pulmonar, el 66% tenia metastasis
hepaticas, mientras los que correspondian a adenocarcinoma de pulmén solo eran
del 20%. El riesgo de metastasis fue mayor si el tumor primario se encontraba en

el intestino delgado o tracto pancreatobiliar, mientras que fue menor si era de origen
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rectal o apendicular. Los hombres tuvieron mas metastasis a hueso que las
mujeres. Los pacientes con TNE metastasico tuvieron peor prondstico si el sitio
primario era desconocido (11 meses, 9% de los pacientes con TNE) comparados
con los que el primario si es conocido (19 meses). En metastasis de TNE, se debe
sospechar de intestino delgado como sitio primario, mientras que de pulmoén se

debe pensar si hay metastasis al sistema nervioso central de TNE (6).

En lo que concierne a nuestro pais, Alvarado Cabrero y colaboradores
realizaron una reclasificacion de 127 casos de TNE GEP en el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, donde 89% ocurrieron en el tracto
gastrointestinal y 11% en el pancreas, los sitios mas frecuentes del tracto
gastrointestinal fueron de estbmago (35%) y de intestino delgado (28%). El grado
histolégico de las neoplasias de tubo digestivo fueron: Grado 1 54%, grado 2 31%,
grado 3 15%: y en pancreas: grado 1 43%, grado 2 36% y grado 3 21%. La
sobreexpresion del Ki-67 se correlaciono con el grado tumoral (7).

En un estudio realizado en el Hospital Espafiol de México, con un total de
193 casos de TNE, del 2016 a 2017, la localizacion mas frecuente fue gastrica
(41%), seguida de pancreas (14%) y colon (11.5%). Con mayor incidencia en
hombres (58%) que en mujeres (42%) con una edad media de 51.6 afios y 50.7
anos respectivamente (8). En 2016, en un estudio retrospectivo de 10 afios en el
Centro Médico ABC se estudiaron 37 casos donde el 37% fueron hombres y 63%
fueron mujeres con una edad media al diagnéstico de 59 afos, con predominio de
sitios primarios en pancreas (29.7%), pulmon (7%), estomago (4%) y sitio primario
desconocido (4%), con enfermedad metastasica del 29.7%. (9). Mas
recientemente, otro estudio realizado en el INCMNSZ en 2019, solo se analizaron
TNE funcionales, de los cuales se encontraron 126 casos, donde 81 fueron mujeres
(64.3%) y 45 hombres (35.7%). La edad media al diagndstico fue de 46.3 afos. De
todos ellos los mas frecuentes fueron insulinomas (59.5%), seguidos de tumores
causantes de sindrome carcinoide (12.7%), gastrinomas, ACTHomas, VIPomas,

glucagonomas y PPomas. 24.6% se presentaron con metastasis al diagnostico y
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6.4% no fue posible identificar el sitio primario (10). Sin embargo, en la mayoria de
estos estudios no se reportd evolucion clinica, tratamiento o desenlace ni la

histologia de las metastasis.

En un trabajo publicado en 2013 realizado en el INCMNSZ, se estudiaron
172 casos con TNE de los cuales 55% fueron mujeres y 77% hombres, con una
media de edad al diagndstico de 51 afios: de los cuales 67% fueron derivados del
intestino proximal, 12% intestino medio, 8% intestino distal, 7% de sitio primario
desconocido. El 60% tenia enfermedad localizada, 9% enfermedad locorregional,
31% enfermedad a distancia. Se concluy6 que en nuestra poblacion mexicana los
factores clinicos son los que tienen mayor determinacion en el prondstico,
mencionando que la cirugia es el unico tratamiento curativo para los TNE-GEP,
recomendandose la cirugia aun en presencia de metastasis hepaticas. Ademas de
esto, se identificaron como factores prondsticos asociados significativamente con
la supervivencia, el estadio clinico, la pérdida de peso, presentacidn con ictericia,
estado funcional ECOG, y como ya se habia mencionado la reseccion del tumor
primario y la reseccidn de las metastasis (11). Se ha reportado un caso de éxito en
México donde el tratamiento consistio en trasplante hepatico y reseccion del tumor
primario, incluido en la serie de este trabajo (12).

1.1.2 Fisiopatologia de los TNE

Empero su comportamiento variable, hay ciertos puntos en comun en cuanto
a los mecanismos fisiopatoldgicos y aberraciones genéticas asociadas en los TNE
en todos los sitios. Aunque poco se sabe de la patogénesis de los TNE, hay
diversas vias moleculares claves que se ha demostrado que contribuyen a la
formacion tumoral, ya sea de forma indolente o mas agresiva. Los TNE
pancreaticos, gastricos, duodenales, timicos y bronquiales se pueden hallar dentro
del espectro de NEM 1; los pancreaticos pueden estar en el contexto de la
enfermedad de Von Hippel Lindau o esclerosis tuberosa; los somatostatinomas se
pueden diagnosticar en pacientes con Neurofibromatosis tipo 1. En el sindrome

Pacak-Zhuang, las mutaciones en HIF2A llevan al desarrollo de somatostatinomas,
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seguido de paragangliomas/feocromocitomas y policitemia. En la enfermedad de
Mahvash causada por el receptor de glucagon P86S mutado, hay una incidencia
aumentada TNE pancreaticos y en pacientes con la mutacién MAFA (MIM 147630)

se han encontrado multiples insulinomas en el pancreas (1).

En los tumores neuroendocrinos de pulmén se han descubierto multiples
mutaciones entre las que se incluyen NEC, KIT, PTEN, SMO, SMAD4; en los
carcinomas de células pequefas se han encontrado en Rb1, VHL1, NRAS y JAKS.
En tumores neuroendocrinos pancreaticos han encontrado mutaciones en genes
de la via de mTOR en 15% de los casos (13).

Sin embargo, estudios moleculares muestran una clara separacion
genomica entre TNEbd y CNE: los TNEbd llevan mutaciones de tumores bien
diferenciados como MENIN, DAXX, ATRX. Mutaciones en TP53 y Rb1 parecen ser
buenos marcadores para poca diferenciacion y puede ayudar a diferenciar un CNE
de un TNEbd G3, ya que estos ultimos no muestran pérdida de la expresion de
Rb1, acumulaciéon nuclear de P53, falta de expresion de ISL1 o KRAS alterados
como en un CNE. En diferentes 6rganos, la firma mutacional de CNE parece ser
similar a la de los adenocarcinomas de la misma localizacion del tumor primario,
mas que tener una signatura neuroendocrina en comun. Los CNE frecuentemente
llevan mutaciones de adenocarcinomas como KRAS o BRAF ademas de las ya
aludidas p53 y Rb1. Las mutaciones presentes en los CNE-GEP y los pulmonares
difieren, por ejemplo, en los primeros podemos encontrar mutaciones en un 50%
en KRAS, en contraste con los carcinomas de células pequefias y grandes de
pulmén donde es muy raro encontrarlas, puesto que tienen un 90% de pérdida de
Rb1. Recientemente, la expresion de PDL-1 en TNE fue asociado
significativamente con TNE G3 especialmente cuando el Ki-67 fue mayor que 60%
(14).
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1.1.3 Sintomas y sindromes relacionados con TNE

Ya sea aislados o con enfermedad metastasica, los TNE pueden presentar
un gran espectro de sindromes paraneoplasicos relacionados con la hipersecrecion
de alguna amina o polipéptido, los cuales son llamados funcionales; los no
funcionales no secretan dichas sustancias y son los mas frecuentes. Los sindromes

mas representativos de describen a continuacion.

Sindrome carcinoide

Es el resultado de multiples productos de secrecién tumoral como serotonina
(5-hidroxitriptamina, 5-HT), histamina, calicreina y prostaglandinas, principalmente
en tumores del intestino medio, seguido de timicos y bronquiales, raramente
pancreatico. Estudios de cohorte retrospectivos reportan que este sindrome se
presenta en 6 a 13% de los pacientes con TNE gastrointestinales y menos de 1 %
de pulmonares. Este ocurre en un 20 a 30% de pacientes con metastasis a higado
y/o a hueso. El prondstico de los TNE con sindrome carcinoide es menor en
sobrevida global que los que no lo tienen (15). Dado que estas hormonas son
metabolizadas por el higado, los sintomas generalmente ocurren solo cuando la
localizacion del tumor esta fuera del sistema de drenaje de la vena porta o lo
desvian. El producto de degradacion de la serotonina es el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) que es excretado en la orina, el cual es util para el
diagnostico, asi como los niveles de Cromogranina A. Los sintomas dominantes
atribuidos al exceso sistémico de serotonina son la diarrea y la insuficiencia
cardiaca -predominantemente de lado derecho- resultante de la fibrosis
endocardica y de las valvulas cardiacas que se informa de un 8 a 56%. También
puede existir disminucion de la sintesis de proteinas, hipoalbuminemia y deficiencia
de acido nicotinico, por la deficiencia de triptéfano, dada por el aumento de la
conversion de triptéfano en serotonina. Otro sintoma dominante del sindrome
carcinoide es el enrojecimiento de la cara y tronco superior, que no se puede
asociar directamente a la serotonina, pero estd probablemente mediado por
sustancias vasoactivas como bradicininas, prostaglandinas, taquiquininas,

sustancia P, histamina, también liberadas por el tumor.
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Sindromes de acuerdo con la hormona que produce

El resto de los sindromes clinicos son dados por la sustancia que secreta el
tumor como el insulinoma que por la secrecidén anormal de insulina produce
hipoglucemias graves (triada de Whipple), con una incidencia de 1 a 3 casos por
un millén al afo, aproximadamente 10% son multiples y menos del 10% pueden ser
metastasicos en la presentacién. El gastrinoma produce isoformas de gastrina, la
cual estimula la secrecién de acido clorhidrico (HCI) por las células parietales del
estomago y ayuda en la motilidad gastrica. La incidencia de gastrinomas es de 0.5
a 3 por millén al afo. Estos tumores pueden estar localizados del 50% al 88% en el
duodeno y pancreas, causando enfermedad acido péptica grave y diarrea resistente
a tratamientos convencionales que es el también llamado sindrome de Zollinger-
Ellison. ElI VIPoma tumor que secreta Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP), con
accion en multiples organos y sistemas, las manifestaciones clinicas que ocasiona
-también llamado sindrome de Verner-Morrison- consisten en diarrea secretora
acuosa abundante con alteraciones electroliticas (hipokalemia), enrojecimiento
facial y aclorhidria. ElI Glucagonoma produce glucagbn que aumenta las
concentraciones de glucosa y acidos grasos, lo que ocasiona que debute con
diabetes mellitus o empeore la ya existente, por su efecto catabdlico, se produce
una pérdida de peso en el 70-80% de los pacientes, la manifestacién cutanea mas
caracteristica es el eritema necrolitico migratorio, ademas de queilosis, glositis,
estomatitis, eventos tromboembdlicos y anemia. El somatostatinoma es muy raro y
su sindrome consiste en diabetes mellitus de inicio reciente, disminucién en la
secrecion acida del estbmago, colelitiasis, esteatorrea, anemia y pérdida de peso.
Los tumores neuroendocrinos también pueden secretar otros tipos de hormonas, lo
cual usualmente esta asociado a progresion de la enfermedad, asi como un
incremento en la morbilidad y mortalidad. Pueden causar sindrome de Cushing por
la secrecién de ACTH, hipercalcemia por la produccion de ACTH, hiponatremia por
la hormona antidiurética, acromegalia por hormona de crecimiento y un sindrome
que consiste en diarrea no acuosa, colelitiasis, Ulcera péptica, y pérdida de peso
significativa por la secrecion de colecistoquininas(1).

17



1.1.4 Sintomas no hormonales

Muchos tumores neuroendocrinos no funcionales pueden presentarse sin
sintomas y llamarse incidentalomas cuando se descubren por métodos de imagen
o endoscopia, no obstante, las molestias pueden surgir por la localizacién del tumor
primario o la metastasis, por la compresion, el crecimiento o la obstruccion de
estructuras vitales, presentandose generalmente de manera tardia aumentando la
probabilidad de metastasis en higado. El dolor abdominal es comun en TNE GEP.
La fibrosis es una caracteristica patognomodnica de metastasis mesentéricas
llevando a dolor postprandial por isquemia venosa o posible perforacion. La
obstruccién intestinal mecanica no es frecuente, pero puede ocurrir. Debido a las
metastasis hepaticas extensas puede haber hepatomegalia, incluso dolor e
ictericia. Sintomas respiratorios pueden aparecer en TNE primarios de pulmoén o en
metastasis pulmonares, especialmente cuando estan localizados cercanos a las
vias aéreas. Sintomas sistémicos de malignidad como caquexia, fiebre, diaforesis
nocturna se presentan rara vez en TNEbd pero pueden aparecer en aquellos de
alto grado (1) . Los sitios principales de metastasis a distancia son higado, cavidad
peritoneal, pulmén, hueso y localizaciones de mucho menor frecuencia son cerebro,

corazon y ovarios (16).

3.2. Histopatologia de los TNE

El diagnostico histopatologico de las NNEs esta basado en caracteristicas
histologicas distintivas, asi como la expresion de marcadores generales de
diferenciacion neuroendocrina como cromogranina A y sinaptofisina. En el pasado,
habia una dificultad para el manejo de estos tumores, ya que no habia estandares
universales para ello a pesar de su nomenclatura, estratificacion prondstica y
estadio. En la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio
2000 hubo un intento para resolver esta situacion, sin embargo, fue confuso.
Subsecuentemente se volvidé evidente que las NNE son un grupo heterogéneo de
lesiones con potencial maligno ubicuo. Su habilidad para metastatizar o invadir
estructuras adyacentes dependia del sitio del tumor, tipo y comportamiento

bioldgico.
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Los TNEbd pueden ser de bajo, intermedio o alto grado, manifiestan un
patrén organoide (nidos solidos rodeados de finos septos fibrosos), trabecular,
giriforme, pseudoglandular o sélido, con atipia leve a moderada, nucleos redondos
a ovales, uniformes, cromatina granular fina (en sal y pimienta) y citoplasma
granular. Usualmente sin necrosis, aunque puede ser de manera muy focal. Suelen
expresar marcadores de diferenciacion neuroendocrina (como sinaptofisina -difusa
e intensa- y cromogranina -usualmente-) y hormonas (no siempre y no
necesariamente difusas). En los casos en que esta asociado a un sindrome
hormonal (como ya se ha comentado), se categorizan como insulinoma,
glucagonoma, somatostatinoma, gastrinoma, VIPoma, tumor productor de

serotonina (con o sin sindrome carcinoide), tumor productor de ACTH, etc (13) .

Los CNE son NNE poco diferenciadas de alto grado, que tienen una similitud
menor a las células neuroendocrinas, muestran en su mayoria patron de
crecimiento sdlido, en laminas o difuso, incluso infiltrante, aunque también pueden
presentar las morfologias descritas en los TNEbd; se observan con mayor grado
nuclear, con pleomorfismo, anisonucleosis, irregularidad en los contornos
nucleares, pérdida de la relacién nucleo citoplasma, asi como presencia de
necrosis, alto numero de mitosis y de Ki-67. La expresiéon de inmunohistoquimica
para los marcadores neuroendocrinos puede ser menor en extension e intensidad,
puede ser sinaptofisina difusa o débil, asi como cromogranina A focal o débil,

usualmente sin expresion de hormonas. Estos se asocian a un curso clinico rapido.

Las caracteristicas histologicas del tumor, generalmente no se correlacionan
con su ubicacion anatomica o la produccion de hormonas, no obstante, hay
excepciones, por ejemplo, el depdsito de amiloide (péptido asociado a la insulina)
con frecuencia indica un TNE pancreatico secretor de insulina. Cuando se observa
abundante formacion de cuerpos de psammoma, esto generalmente nos indica la
presencia de un somatostatinoma duodenal o ampular. Los TNEbd de intestino
medio, particularmente ileon, presentan arquitectura conformada por nidos sélidos

o con luces, con empalizada nuclear en la periferia, con nucleos ovales,
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relativamente uniformes con citoplasma eosindfilo granular.

3.2.1. Clasificacion

Las propuestas especificas de sitio para la nomenclatura y la clasificacion
difieren en terminologia y en los criterios para la gradificacion histolégica y
estatificacion. Por ahora no hay un solo sistema de nomenclatura, clasificacion o
estatificacion que sea adecuado para las NNEs en todos los sitios anatdmicos. Sin
embargo, la mayoria de los sistemas de clasificacion comparten la tasa de

proliferacion del tumor y la extension.

Las NNEs del tracto urinario no son usuales, los cuales ocurren en vejiga y
rindn. En el aparato genital femenino el sitio mas frecuente de TNE es el cérvix y
después los ovarios, aunque se han reportado en endometrio, vagina y vulva. En

cuanto al aparato genital masculino, el sitio mas comun es prostata.

Las NNEs de pulmén, timo y mediastino se clasifican en tumores carcinoides
tipicos (G1), carcinoides atipicos (G2) y carcinoma neuroendocrino de células
grandes y carcinoma neuroendocrino de células pequefas (G3). Los tumores
carcinoides tipicos la mayoria son indolentes, representan el 2% de los TNE de
pulmén y se presentan en pacientes jovenes (45-50 afos) frecuentemente
localizados centralmente sin asociacion al tabaco o predileccion por género. Los
carcinoides atipicos corresponden al 0.2% de los TNE de pulmon, se localizan mas
comunmente en la periferia, estos si se encuentran asociados al tabaquismo y se
presentan mas en hombres. El carcinoma neuroendocrino de células pequenas
suele presentarse en hombres mayores con una media de edad de 65 afos, con
fuerte asociacion al tabaco, es el TNE mas comun (13-20%) con un comportamiento
agresivo, en estudios de imagen se presenta con aumento del volumen mediastinal
y de los nodulos linfaticos del hilio. Son frecuentes las metastasis a hueso, cerebro,
higado y adrenales. Este se ha asociado a diversos sindromes paraneoplasicos. El
carcinoma neuroendocrino de células grandes, igualmente se presenta en

hombres, con historia similar al de células pequefas, pero este es raro que se
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manifieste con sindromes paraneoplasicos y es mas periférico.

La clasificacion de los TNE-GEP ha evolucionado en las ultimas décadas,
donde en la nueva edicion de la clasificacion del sistema digestivo de la OMS 2019
propone dividirlos en bien diferenciados (G1, G2, G3) y poco diferenciados
(carcinoma de células pequenas y células grandes), se hablara de esto mas
adelante.

Hay una clasificacion especial para los TNE gastricos, ya que tienen
mecanismos fisiopatologicos diferentes. Los de tipo 1 surgen de células
enterocromafines como consecuencia de hipergastrinemia cronica resultado de
gastritis atréfica. Los tipo 2 crecen de estas células debido a estimulacion
endocrina, por secrecion de gastrina de un gastrinoma en el contexto del sindrome
de Neoplasia Endocrina Multiple tipo 1 (NEM1). Los tipo 3 son esporadicos,
solitarios, y se desarrollan en ausencia de niveles elevados de gastrina y con
comportamiento agresivo a pesar de su morfologia bien diferenciada. Los tipo 4 son
carcinomas poco diferenciados con mal prondstico (3).

En 2010 en la clasificaciéon de la OMS se describié un grupo separado de
neoplasias y fue llamado carcinoma mixto neuroendocrino con no neuroendocrino
(antes MANEC, ahora MiINEN). Estos tienen el fenotipo que es morfolégicamente
reconocible como ambas neoplasias donde forma glandulas en el componente
epitelial y a la vez tiene células neuroendocrinas, pueden tener componentes bien
diferenciados como G1 o G2 aunque usualmente el componente es de alto grado
como G3. Ambos componentes deben ser gradificados. Es importante gradificar el
componente neuroendocrino, ya que se ha visto que el indice de proliferacion Ki-
67 influye en el prondstico de los MINEN (17). Arbitrariamente, al menos el 30% de
cualquiera de estos componentes debe ser identificado para que entre en esta
definicion (3). En nuestro estudio, este tipo de neoplasias no se consideraran, ya

que tienen un comportamiento y tratamiento diferente.
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3.2.2. Gradificacion tumores neuroendocrinos

El prondstico de pacientes con estos tumores generalmente es dificil de
predecir (18). La morfologia por si sola no discrimina adecuadamente entre
subgrupos de pronostico significativo en TNEbd. Aunque el pleomorfismo nuclear
se correlaciona con la diferenciacion y el comportamiento maligno de otros tipos de
tumores, se menciona que es de poca utilidad en las NNE. Anteriormente, se
sostenia que la unica evidencia de malignidad era la invasion local o metastasis,
pero actualmente, se considera que todos los TNEbd tienen potencial metastasico.
Por lo tanto, para determinar un parametro confiable que se correlacione con la
supervivencia y optimice el manejo del paciente se han utilizado diferentes

esquemas de clasificacion.

La uniformidad en la clasificacion de los tumores neuroendocrinos
gastropancreaticos presentados por la OMS, no debe interpretarse como sugestivo
de que las NNE son un grupo homogéneo de neoplasias relacionadas intimamente,
este no es el caso. Cada érgano da lugar a diferentes tipos de NNE, con diferente
funcionalidad, caracteristicas histoldgicas diferentes, diferentes bases genomicas.
Estas caracteristicas distintivas, significan que el tratamiento médico y quirurgico
de las NNE es altamente dependiente del sitio de origen.

En conjunto con el estadiaje TNM, el grado histolégico juega un papel muy
importante en las evaluaciones clinicas (19). El mismo esquema de clasificacion
actualmente esta avalado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2017,
2019), the European Neuroendocrine Tumour Society (ENETS), y the American
Joint Committee of Cancer (AJCC). Los tumores neuroendocrinos
gastroenteropancreaticos se clasifican en grados bajo (G1), intermedio (G2) y alto
(G3) segun los recuentos mitéticos (G1, <2; G2, 2-20; G3,> 20 por 10 campos de
alto poder de 0.5 mm, objetivo de 40x) o el indice de proliferacion Ki-67 (G1, <3%;
G2, 3-20%; G3,> 20% en el hot spot) (20). Los carcinomas neuroendocrinos (CNE)
se consideran de alto grado y poco diferenciados por definicion (Tabla 1). Los TNE

de origen primario desconocido, especialmente los bien diferenciados, se
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presentan inicialmente con metastasis hepaticas correspondiendo la mayoria de
ellos a TNE-GEP, siendo el grado histologico de la metastasis el unico parametro
disponible para este grupo de tumores(21).

Terminologia Diferenciacion Grado Conteo de indice de Ki-67
mitosis

(mitosis/2 mm?)

TNE, G1 Bajo <2 <3%
TNE, G2 Bien diferenciado Intermedio 2-20 3-20%
TNE, G3 Alto >20 >20%
CNE, células >20 >20%
pequenas Poco diferenciado = Alto

CNE, células >20 >20%
grandes

Neoplasia mixta Bien o] poco @ Variable Variable Variable
neuroendocrina - diferenciado

no neuroendocrina
Tabla 1. Criterios de clasificacion y gradificacion de neoplasias neuroendocrinas
del tracto gastrointestinal y 6rganos hepatopancreatobiliares (OMS, 2019).

Cuando se realiza la evaluacion del indice de mitosis, es muy importante
hacerlo con precision, ya que una figura mitotica puede hacer la diferencia entre un
bajo grado o un grado intermedio. Se recomienda solo tomar en cuenta las mitosis
bien definidas, excluyendo los cuerpos apoptdticos, los nucleos picnoticos o
nucleos degenerados con tincidn oscura. El tamafio del campo microscopico es
muy importante. Se establece el tamafio de 10 campos de alto poder (HPF) en 2
mm? para la estandarizacion, con un objetivo de 40x, con un diametro de campo
ocular de 0,5 mm, aunque en las diferentes marcas de los microscopios esto puede
variar, y esto no se ha estandarizado. Se recomienda contar en 50 campos de 0,2
mm? (es decir, en un area total de 10 mm?), aunque se reconoce que un recuento
preciso puede no ser posible determinar cuando solo hay una pequefia muestra
disponible (13). Otro punto que puede causar variabilidad es el grosor del corte
histologico, la proporcidn de células tumorales y estroma y la variacion del tamafo

de las células tumorales.
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El indice de proliferacién Ki-67 es determinado contando al menos 500
células en las regiones con mayor marcacion (hot spot), las cuales son
determinadas a pocos aumentos. Cuando hay discordancia entre la tasa mitotica y
el indice Ki-67, la calificacién mas alta de las dos evaluaciones asigna el grado final
(22). Vale la pena enfatizar que el indice de Ki-67 no solo es mas reproducible sino
también mas valioso que los conteos mitoticos, ya que generalmente produce una
puntuacion mas alta y se puede realizar en muestras limitadas o biopsias pequefas
como es usual al evaluar una biopsia por trucut de una metastasis hepatica (23).
De este modo, es importante ademas de reportar el grado, informar el porcentaje
calculado del Ki-67.

Antes se consideraba que la categoria G3 era sindnimo de poco diferenciado
y carcinoma (2010). Ahora en la edicion mas reciente del libro de la OMS del
sistema digestivo (2019) y de tumores endocrinos (2017) se tiene el concepto que
hay tumores bien diferenciados de alto grado debido a su indice de proliferacion,
por lo tanto, hay tumores G3 bien diferenciados.

La cuestion de separar a los TNE y los CNE en diferentes familias viene de
diversas fuentes (24), (25), (26), (27) (28) . Aunque ambos muestran diferenciacion
neuroendocrina basado en la inmunohistoquimica de Cromogranina A y
Sinaptofisina, la mayoria de los TNE son morfolégicamente distintos a los CNE, los
cuales estan subclasificados en CNE de células pequefias y CNE de células
grandes (Cree, 2019). Los TNEbd tienen una arquitectura organoide (nidos,
cordones, trabéculas), con caracteristicas nucleares uniformes, cromatina granular
gruesa y necrosis minima. Los CNE tienen menor arquitectura en nidos, con
frecuencia un patrén de crecimiento en laminas, solido, nucleos fusiformes o
redondos muy compactos con cromatina finamente granular, nucleos con marcada
atipia, a veces con nucléolos prominentes; la necrosis es usualmente abundante.
Los TNE pueden mostrar progresion en el grado (de G1/G2 a G3), esto reflejado
con un aumento en la tasa de proliferacién o cambio en la morfologia, aumento de

la atipia nuclear o presencia de necrosis significativa, ya sea dentro del tumor en el
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momento de la presentacion o en diferentes sitios (primario vs metastasis) durante
el curso de la enfermedad. La presencia de componentes de bajo y alto grado
dentro de un mismo tumor proporciona fuerte evidencia de que el componente de

alto grado permanece siendo una neoplasia bien diferenciada.

Los CNE no crecen comunmente en asociacion con TNE, sino que surgen
de lesiones precursoras que dan origen a carcinomas no neuroendocrinos de los
respectivos 6rganos, como adenomas del colon o displasia epidermoide del
es6fago y pueden estar mezcladas con estas neoplasias y ser una neoplasia mixta
(componente neuroendocrino y no neuroendocrino si tienen >30% del tumor). Sin
embargo, también podemos encontrar TNE bien diferenciados en estos tumores
mixtos. Por lo anterior, la progresion de TNE a CNE generalmente no ocurre,
aunque hay casos reportados. Como se ha mencionado, se ha observado que las
mutaciones propias de los CNE poco diferenciados como TP53 y RB1, no se

encuentran en los tumores G3 bien diferenciados.

En lo que respecta al contexto clinico, también es importante la necesidad
de distinguir entre CNE y TNEbd de alto grado. Hay un pequefio subconjunto de
pacientes con TNE que histologicamente parecen bien diferenciados con menos de
20 mitosis, pero asociados a altos indices de proliferacion Ki-67 >20% que caen en
el rango de G3, asi el comportamiento de estos tumores discordantes es algo peor
que un G2 pero mejor que un CNE poco diferenciado. Se han reportado casos
diagnosticados como CNE que no respondieron a la quimioterapia (30), pero
paradodjicamente sobrevivieron mas que los otros; probablemente estos casos
correspondieron a TNEbd G3. Previamente todos los CNE eran G3; para evitar
confusiones, la propuesta es que se no se le asigne grado a los CNE ya que por
definicion son de alto grado y poco diferenciados. La mayoria de TNE tiene una
tasa de mitosis y un indice de proliferacion relativamente bajos, que en la
clasificacién previa correspondia a <20 mitosis en 2 mm? y un Ki-67 <20%. Sin
embargo, hay algunos TNE, en particular aquellos que crecen en el pancreas, que
tienen un indice de proliferacion Ki-67 >20% con valores de hasta >70-80% en
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algunos casos. Por tanto, el Ki-67 no puede usarse solo para distinguir
concluyentemente un TNEbd de un CNE. Los datos sugieren que los G3 bien
diferenciados tienen menos probabilidades de responder a la quimioterapia basada

en platinos que los poco diferenciados.

Actualmente en los TNE-GEP no hay un punto de corte en G3 para separar
CNE de un TNE, ya que ambos son >20%. Se ha visto, que la presencia de una
cohorte de 800 neoplasias con un indice de proliferacion de Ki-67 de 20-55% dentro
de TNE G3, que responden menos bien a la quimioterapia basada en platino, pero
sobreviven mas tiempo que aquellas con un KI-67 mayor de 55% afade mas apoyo
a la heterogeneidad y necesidad de distincién de estas categorias, lo cual ayudaria
en el abordaje terapéutico (30). Asi, los tumores G3 retienen un patrén histologico
bien diferenciado y tienen un Ki-67 >20% y usualmente de <55%.

NET grade 2

NET grade 3

¢y A

Imagen 1. Extraida de Hofland et al. (3) Histopatologia de NNE. A. Hematoxilina y eosina (H&E, 200x) y B. Ki-67 (400x)
marcan para TNE G1 muestra nidos de células neuroendocrinas con nucleos ovales, cromatina en sal y pimienta, moderado
citoplasma eosindfilo. Los nidos estan separados por estroma fibroso. La marca nuclear para Ki-67 es solo visible en algunas
células neoplasicas (Ki-67 <3%). C. TNE G2 revela poblacion homogénea de células neuroendocrinas con cierta atipia,
nucleos redondos a ovales, cromatina densa y moderado citoplasma anfofilico. D. Ki-67 muestra 5% en el hot spot. E. TNE
G3 muestra histologia bien diferenciada con nucleos vesiculosos sin nucléolo y citoplasma moderado anfofilico en un patrén
en nidos, mientras que el F. Ki-67 es mayor a 20.
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3.2.3 Conteo de Ki-67

Aunque la inmunohistoquimica con Ki-67 es una herramienta ampliamente
aceptada para clasificar los tumores neuroendocrinos, existen ciertos problemas
respecto a este parametro. Uno de ellos es el saber qué métodos de conteo son
confiables. En un articulo de Tang et al. (31), el analisis de imagenes digitales y el
recuento manual proporcionaron una mejor consistencia interobservador e
intraobservador que las estimaciones “al tanteo” (22). Desde un punto de vista
practico, el recuento manual no a través del microscopio sino en una pantalla de
computadora o con una version impresa de una imagen capturada seria el método
de eleccion actual. Otro problema es la heterogeneidad del Ki-67 en un solo tumor,
de esta manera, el indice de Ki-67 que es engafiosamente bajo siempre es una
posibilidad con muestras de biopsia con aguja.

De esta manera, se captura una imagen a un aumento de 400x o seco fuerte
del campo donde hay mayor densidad de células positivas para Ki-67, es decir, el
“hot-spot”. Con ayuda del programa QPath (30, véase anexo 3) -u otro programa
como QIA- se inserta la imagen capturada y se comienzan a marcar las células
positivas (café) para Ki-67 de un color y las negativas (azul) de otro color dando clic
sobre ellas. Las células no neoplasicas no se marcan, por lo que es importante
hacer la distincion de células estromales y linfocitos. Al menos 500 células positivas
y negativas se deben contar. De este modo, se calcula el porcentaje de Ki-67 =
(nucleos positivos/[nucleos positivos + nucleos negativos]. Lo mismo se puede
hacer imprimiendo la imagen del “hot spot” y contarlo manualmente. En el estudio
de Tang, uno de los autores se encargé de realizar lo previamente mencionado y
otro se encargd de verificar la precision en el conteo. El uso de imagenes para el
conteo del indice de proliferacion de Ki-67, pueden suceder que se de un porcentaje
fraccionado que caiga entre alguno de los grados dados por la OMS o ENETS, de
esta manera, en su estudio, se redondearon los porcentajes finales al nuUmero mas
cercano, por ejemplo, casos con Ki-67 de 2.5 a 2.9% fueron gradificados como G2
y aquellos <2.5% fueron considerados como G1.
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3.2.4 Metastasis hepaticas

Cerca del 40%-50% de pacientes con un tumor neuroendocrino bien
diferenciado se presentan con metastasis a distancia, mas comunmente en el
higado (33), en el momento del diagndstico (34). Como se ha mencionado antes el
tumor primario es imposible de encontrar en un 11% de TNEbd a pesar del buen
abordaje clinico y radiologico. En este contexto, a menudo se toma una biopsia de
higado para confirmar el diagndstico.

El tener metastasis en higado es un evento prondstico adverso, reduciendo
a 20-40% la tasa de supervivencia a 5 aios. (35) Cuando se descubre la metastasis
hepatica como presentacién inicial se refiere con frecuencia como “metastasis

hepaticas sincrénicas”(36).

Hay poca informacién disponible sobre si el porcentaje de Ki-67 cambia o no
cuando los tumores neuroendocrinos hacen metastasis a otros érganos (37). Para
los pacientes con tumores neuroendocrinos y metastasis sincronicas del higado, no
esta claro si el grado histologico del tumor primario representa el del tumor
diseminado (38). Una razon por la que esto no se ha explorado hasta ahora es que
las muestras de patologia adecuadas para la comparacion son limitadas. Las
muestras de biopsia hepatica no son ideales dada la heterogeneidad de Ki-67 en la
masa hepatica (39). Las resecciones metacronicas de tumores primarios y
metastasicos a veces se llevan a cabo con quimioterapia adyuvante o ligadura de
la vena porta en el medio, pero las intervenciones médicas probablemente afectan
la proliferacion de células cancerosas (40). Teniendo en cuenta estas limitaciones,
las resecciones sincronicas de tumores primarios y metastasis hepaticas parecen
ser la unica oportunidad para comparar con precision los indices de Ki-67 en los
dos sitios (36).

En ltalia se realizé una reevaluacion de los TNE y sus metastasis en 60

pacientes encontrando heterogeneidad intratumoral del Ki-67 suficiente para

cambiar el grado histolégico en 3 de 60 casos (5%). De 49 pacientes con TNE
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primario y metastasico, la discrepancia en grado entre ellos fue identificado en 19
casos (39%) y en particular en 11 de 47 (23%) y 10 de 12 (83%) pacientes con
metastasis sincronicas y mecatronicas respectivamente. El cambio en el grado fue
mas frecuente en metastasis a distancia comparadas con las locorregionales, en
particular en sitios distantes diferentes al higado. Por tanto, los TNE con frecuencia
muestran diferencias entre el sitio primario y sus metastasis, por lo que la
evaluacion del Ki-67 de todos los sitios puede ser significativo para el manejo del
paciente (41).

3.3 Factores pronésticos

Las neoplasias neuroendocrinas muestran un espectro de comportamientos
que su tratamiento se vuelve un reto. Esto ultimo se debe en parte al curso natural
variable de la enfermedad, pero también a la falta de evidencia solida del efecto y
el resultado de las opciones de tratamiento disponibles, asi como el valor prondstico
de algunas caracteristicas histopatoldgicas presentes en los diferentes tumores.

Los criterios que predicen el riesgo de progresion de los TNE esta dada por
el estadio de TNM. El indice de proliferacion Ki-67 se ha visto que tiene en
particular, mayor probabilidad y significancia estadistica que los demas para
predecir el comportamiento de un tumor dado (42). Sin embargo, el predecir el
desenlace de un TNE requiere un seguimiento clinico completo, ya que las
metastasis pueden ocurrir varios afos después de la reseccién del primario. Otros
marcadores de inmunohistoquimica ademas del Ki-67 como CK19, CD99, CD44 y
P27 se han reportado, sin embargo, no han sido validados en una cohorte grande.
Estudios genéticos recientes en TNE pancreaticos, han demostrado que pacientes
con mutaciones en DAXX y ATRX tienen peor evolucién clinica que aquellos que
tienen fenotipo salvaje. Esto en particular en tumores G2 (43). De igual modo, los
TNE primarios pancreaticos con peérdida de la trimetilacion de la Histona H3 lisina
35 (H3K36me3), expresion de ARID1A y delecion de CDKN2A se han reportado
con peor pronostico, aunque aun se requiere mayor investigacion sobre estas

anormalidades genéticas.
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Respecto a lo que se ha venido comentando, estudios previos que analizaron
factores prondsticos han mostrado resultados contradictorios (44). En un estudio
retrospectivo que incluy6 256 pacientes con tumores neuroendocrinos del intestino
medio, 194 de estos pacientes tenian metastasis hepaticas. El analisis multivariado
se realiz6 en 71 pacientes que tenian datos completos. La edad avanzada y la
cromogranina A en plasma 5000 mg / | fueron predictores significativos de
supervivencia global (45).

En 2009 se publicé un estudio con 146 pacientes con TNE metastasico (46)
donde encontraron que la cirugia citorreductora hepatica y la edad eran factores
pronosticos significativos. No consideraron Ki-67 como un factor prondstico, a
diferencia de lo que comenta la OMS y Pelosi. Hubo 21% de pacientes que no
tenian sitio del tumor primario identificado, aunque se sospechaba un TNE. La
reseccion del primario no se asocié con el beneficio de supervivencia en este
estudio. En otro estudio de 399 pacientes, encontré un mejor prondstico asociado
a tumores primarios que midieran < 2.5 cm, ausencia de metastasis hepaticas,
ausencia de sintomas carcinoides y un bajo Ki-67 en Pape et al. 2008. Dos estudios
han identificado que el prondstico de los pacientes con TNE depende del género y
la presencia de metastasis hepaticas (47).

En un estudio realizado en 2009, que es el mas completo que se ha llevado
a cabo en cuanto al analisis de los factores prondsticos, se intentd identificar los
factores prondsticos y los resultados de las intervenciones en pacientes con TNE
metastasicos del intestino medio del higado. Cinco instituciones que forman parte
del grupo de tumores neuroendocrinos (NET) de Reino Unido e Irlanda participaron
en este estudio. Los pacientes se incluyeron si tenian un TNE comprobado
histologicamente de origen intestinal medio y metastasis hepaticas en el momento
del estudio. 360 pacientes fueron incluidos en el estudio. La mediana de
supervivencia desde la fecha de diagnostico fue de 7.69 afos (intervalo de
confianza (IC) 6.40-8.99) y 5.95 afos (IC 5.02-6.88) desde la fecha de diagndstico

de metastasis hepaticas. En el analisis univariado, la edad avanzada al momento
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del diagnostico, el aumento de los niveles urinarios de acido hidroxiindol acético, el
aumento de los niveles plasmaticos de cromogranina A, el alto Ki-67, el alto
volumen tumoral y el tratamiento con quimioterapia se identificaron como factores
asociados con un resultado significativamente peor. La reseccion de metastasis
hepaticas, la reseccion primaria del intestino delgado, el tratamiento con analogos
de somatostatina se asocié con un mejor prondstico. El analisis multivariado reveld
que la edad al diagndstico, el nivel de Ki-67 y la reseccidn primaria fueron
predictores independientes de supervivencia (48).

3.4 Tratamiento

La dicotomizacién de los TNE entre alto y bajo grado, bien diferenciados y
poco diferenciados es altamente relevante para el prondstico y tratamiento de
eleccion. Sin embargo, esta division para entender su conducta no es absoluta, ya
que varios tumores etiquetados histolégicamente como bajo grado se han
comportado mas como enfermedad progresiva avanzada que requiere tratamiento
sistémico con quimioterapia citotoxica. Paradojicamente, las células con rapida
division celular de los tumores de alto grado son potencialmente erradicables con
quimioterapia multiple, mientras que aquellos que muestran una tasa de mitosis

menor, generalmente los hace mas resistentes al tratamiento.

La regla clinica es que los tumores de bajo grado sean manejados con
reseccion quirurgica del sitio primario, mientras que aquellos que son irresecables
con enfermedad sintomatica sean tratados con analogos de somatostatina o
interferon alfa, aunque la regresion del tumor con estos agentes no es comun. En
contraste, la quimioterapia basada en etopdsido y platino es el pilar del tratamiento
de los tumores de alto grado y las metastasis. Sin embargo, otros agentes y
modalidades terapéuticas se encuentran bajo investigacion, estas incluyen el

sunitinib y everolimus, asi como otros péptidos y radioembolizacion (2).

Dada la heterogeneidad de los TNE, el tratamiento para los tumores G3 no
esta estandarizado y esta basado entre el tratamiento de un G1/G2 y un CNE. La

localizacion principal de los G3 son el pancreas, el estbmago y el colon. Las guias
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europeas y americanas recomiendan reseccion quirurgica de la NNE localizada, en
enfermedad no metastasica, independientemente del grado del tumor. En G3 la
quimioterapia es el punto de referencia si el objetivo principal del tratamiento es la
reduccion del tamafio tumoral, particularmente si se desea una segunda cirugia
(49).

Las guias de la NCCN recomiendan que cuando ya se encuentra en estadio
IV, es decir con enfermedad metastasica como en nuestro estudio, se realice la
reseccion completa del tumor primario si es posible, asi como de las metastasis.
Sin embargo, si el tumor es muy pequefio y el paciente se encuentra asintomatico
se puede mantener en observacion con estudios de imagen cada 12 semanas o0 12
meses dependiendo el caso o dar tratamiento con analogos de somastostatina (AS)
como ocredtide o lanredtide. Si la enfermedad ha progresado y no se habia iniciado
AS, indicarlos. Si a pesar del tratamiento, continua progresando la enfermedad
metastasica, intentar con Everolimus, Lutecio 177 con terapia con radionuclidos de
receptor de péptidos (PRRT), terapia dirigida al higado o radioterapia (RT) paliativa
si hay metastasis a hueso o quimioterapia citotoxica (platinos con etopdsido) si no
existe otra opcion factible. Si la carga tumoral es significativa dar AS o terapia
sistémica de primera linea o terapia dirigida al higado (50).

Si se trata de un tumor G3, se recomienda el analisis histopatologico
completo con determinacion del indice de proliferacion de Ki-67, y si es posible
evaluar la presencia de mutaciones en Rb1 o p53. Ya que se evalué completamente
con estudios de imagen y el tumor es resecable, hacer procedimiento quirurgico. Si
ya hay enfermedad metastasica, si el tumor tiene un Ki-67 de <55% ademas de los
tratamientos ya mencionados en el parrafo anterior como AS se pueden dar
esquemas de quimioterapia como temozolomide con capecitabina, FOLFOX,
CAPEOX o los ya menciondos basados en platinos, asi como terapia dirigida al
higado. Y si tiene >55% iniciar directamente con quimioterapia basada en platinos,
pembrolizumab, terapia basada en irinotecan o nivolumab, ademas de

embolizacién hepatica o RT paliativa en hueso(50).
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4 JUSTIFICACION

No existen estudios que analicen las caracteristicas histopatolégicas de los
TNEbd metastasicos en higado en pacientes mexicanos y son escasas las series

que ilustran el efecto de esa diseminacion en la sobrevida de los pacientes.

La dependencia de su gradificacion en las mitosis y en el indice de
proliferacion medido con inmunohistoquimica para Ki-67, obligan a la busqueda de
otras variables morfolégicas que permitan dimensionar mejor esta enfermedad

neoplasica.

A través de esta serie de casos de lesiones metastasicas, se podra explorar
el rendimiento de algunos marcadores de inmunohistoquimica para sugerir posibles
sitios primarios, en aquellos pacientes en los que se cuente con el estudio

histologico de la lesion inicial.

En la actualidad, estos se gradifican segun ciertos criterios adaptados a su
origen, con el objetivo de proveer prondstico y orientar el caso al mejor tratamiento
posible. Estas neoplasias varian de tumores neuroendocrinos bien diferenciados a
carcinomas neuroendocrinos poco diferenciados de los cuales se ha descrito su
historia natural en diversas publicaciones, que en teoria segun el grado histologico
es el grado de agresividad. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han visto
limitados y los seguimientos han sido inconsistentes. Las neoplasias
neuroendocrinas muestran un espectro de comportamiento muy variable lo que
hace que el tratamiento sea un reto, ya que algunos exhiben un patron histologico
indolente con crecimiento lento y poca agresividad mientras que otros con el mismo
patréon se pueden comportar de manera agresiva, diseminandose rapidamente,

siendo el higado el principal sitio de metastasis.

En México no se ha realizado este tipo de estudios, y, por ende, aquellos
gue se han hecho en otros paises no son aplicables en nuestra poblacion, por ello,
al encontrarnos en un hospital de tercer nivel y ser centro de referencia de todo el

pais, se considera pertinente analizar cuales son aquellos elementos que tienen
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impacto en la supervivencia de los pacientes del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran (INCMNSZ) con este tipo de tumores.

De este modo, se plantea caracterizar el perfil histopatolégico, tomando en
cuenta otras caracteristicas del tumor, ademas del grado histologico vy
correlacionarlo con su evolucion clinica, el potencial metastasico, la carga tumoral,
las intervenciones realizadas y la supervivencia para que de esta forma se pueda
tener una idea mas clara de la conducta a seguir, asi como encontrar nuevos
enfoques de tratamientos que mejoren la esperanza, calidad de vida y potencial
curativo de estos pacientes. Por otro lado, nos permitira tener la base para crear
estadistica sobre las mismas en nuestra poblacion y ademas de ello, sobre su
comportamiento pudiendo incluso darnos datos para crear tablas de supervivencia
en base a su sobrevida.
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores neuroendocrinos son neoplasias infrecuentes, los mas
comunes son aquellos que se originan en el tracto gastrointestinal, especialmente
en el intestino delgado y pancreas. Se ha visto que su comportamiento es variable
dependiendo del sitio de origen y su grado de diferenciacion. En estudios previos
se ha encontrado que a pesar de ser bien diferenciados tienen potencial de
metastatizar hacia otros sitios, siendo el mas comun, el higado, donde en las
metastasis podemos encontrar un grado diferente al primario. En nuestro pais no
se ha examinado detalladamente esta cuestién, por ello se analizaran las
caracteristicas histopatologicas de los tumores metastasicos en higado de
pacientes atendidos en nuestro instituto, asi como el grado histolégico dado por su
numero de mitosis y el indice de proliferacion Ki-67 que puedan tener un impacto
pronostico en la vida de estos pacientes. Esto para unificar las inconsistencias en
cuanto al comportamiento de estas neoplasias y asi proveer mejores enfoques

terapéuticos para el abordaje integral de estos pacientes.
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6 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cuales son los hallazgos clinico-patologicos que influyen en el prondstico de
pacientes con metastasis hepaticas de tumores neuroendocrinos bien
diferenciados (TNEbd)?

Hipotesis alternativa: Existe diferencia significativa entre el grado de diferenciacion

y el prondstico.
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7 OBJETIVOS

Objetivo principal unico:

. Identificar factores clinico-patologicos con influencia prondstica en TNEbd

con metastasis en higado.

Objetivo Exploratorio:

o Conocer la frecuencia, tipos de neoplasias neuroendocrinas y sus curvas

de supervivencia cuando desarrollan metastasis en higado
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8 METODOLOGIA

8.1 DISENO DEL ESTUDIO Y LUGAR DE TRABAJO

Diseino del estudio: Estudio retrospectivo longitudinal descriptivo.

Universo de estudio: Pacientes con diagndstico histopatologico de tumor

neuroendocrino metastasico en higado en un periodo del afio 2000 al 2020.

Lugar en donde se realizara el protocolo: Departamento de patologia del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

Duracion del estudio: un ano.

8.2 SELECCION Y TAMANO DE LA MUESTRA

La seleccion de la muestra se efectud del total disponible. Se analizé la base
de datos del departamento de patologia del INCMNSZ en busqueda de casos con
diagnaostico histopatologico de tumor neuroendocrino metastasico en higado desde
el afno 2000 hasta el afio 2020. Se recopilaron los casos que contaron con bloque
de parafina y laminillas, asi como de existir el material del sitio primario, los cuales
se registraron por medio de un “Instrumento de recoleccion de datos” (véase anexo
2) que se elabord para examinar los hallazgos morfolégicos de cada neoplasia, asi
como los datos clinicos pertinentes a cada caso.

Tamano de la muestra: 53 casos.

Tipo de muestreo: No probabilistico.
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8.3

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

e Todos los casos de tejido hepatico (trucut, cufia, hepatectomia,

metastasectomia, implante hepatico, explante hepatico) con diagnostico de
tumor neuroendocrino metastasico en higado, tumor neuroendocrino bien
diferenciado metastasico en higado, tumor carcinoide metastasico en
higado, carcinoma neuroendocrino metastasico en higado, neoplasia
neuroendocrina metastasica en higado. Independientemente de si se tiene
o no el conocimiento y material del tumor primario.

Los casos que cuenten con informacion clinica completa de la evolucion,
caracteristicas de imagen del tumor hepatico, intervenciones, tratamiento,

situacion actual, desenlace y/o muerte.

Criterios de exclusion:

Los casos que no cuenten con adecuado seguimiento clinico, registro de
intervencidn o tratamiento, estudios de imagen para caracterizar las lesiones
hepaticas o conocimiento del desenlace.

Los casos con tejido insuficiente en las laminillas que no permita su correcta
evaluacion.

Falta de bloques de parafina o escaso tejido restante en los mismos para
complementar estudio de inmunohistoquimica necesario para caracterizar la
neoplasia.

Los casos que durante el proceso se dafie o se pierda el tejido para su
evaluacion satisfactoria.

Los casos que presenten artefacto por fijacion o quemadura impidiendo su

correcto analisis.

Criterios de eliminacion:

Los casos que, a pesar de tener diagnodstico de neoplasia neuroendocrina,

no tengan metastasis en higado.
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e |dentificacion de otra neoplasia que no corresponda con el diagnostico de
tumor neuroendocrino metastasico en higado.

e (Casos con ausencia total de informacion clinica.

8.4 VARIABLES

Variables dependientes:

. Grado histolégico

J Grado de diferenciacion

. Patron histologico

. Expresion de inmunohistoquimica
. Necrosis

. Apoptosis

. Pleomorfismo
. Sindrome carcinoide
. Supervivencia global

Variables independientes:

o Edad

. Sexo

. Tumor neuroendocrino

. indice de proliferacion Ki-67

. indice de mitosis

o Sitio primario

o Tamano del tumor de la metastasis hepatica
. Cromogranina A

Variables intervinientes:
° Tratamiento

. Terapia dirigida al higado
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8.5 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Tipo de Escala de medicién
variable
Edad al diagnéstico | Tiempo transcurrido | Cuantitativa Edad en afios.
Independiente desde el nacimiento hasta | discreta
la fecha de presentacion
del evento.
Género Caracteristicas biologicas | Cualitativa 1. Mujer
Independiente que definen a un ser | dicotdmica 2. Hombre
humano como mujer u
hombre.
Tumor Tipo de neoplasia | Cualitativa
neuroendocrino originada del sistema | nominal
Independiente endocrino con presencia
de secrecion granular,
expresion de aminas y
hormonas polipeptidicas,
expresan cromogranina y
sinaptofisina
indice de Medida del numero de | Cuantitativa 1. <3%
proliferacion Ki-67 | células que se | continua 2. 3-20%
Independiente encuentran en fase de 3. 20-55%
division (S del ciclo 4. >55%
celular) para determinar
velocidad de crecimiento
tumoral. Se evalta en un
campo de 400x con un
minimo de 500 células.
indice de mitosis Conteo de numero total | Cuantitativa < 2 por mm?
Independiente de figuras mitéticas a | continua 2-20 por 2 mm?

través del microscopio de
luz en secciones tefiidas
con H&E, en 10 campos

de alto poder.

>20 por 2 mm?
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Sitio primario Lugar donde se originé el | Cualitativa 1. Desconocido
Independiente tumor neuroendocrino de | nominal 2. Pancreas
localizacion conocida 3. Intestino delgado
4, Intestino grueso
& Estémago
6. Otro
Cromogranina A Marcador sérico de tumor | Cuantitativa Valores normales
Independiente neuroendocrino con | continuo
utilidad para reflejar carga
tumoral 'y  marcador
independiente de
pronostico
Grado histolégico | Medida del grado de | Cualitativa G1
Dependiente anaplasia en una célula | ordinal G2
neoplasica estimada por G3
los valores del indice de
proliferacion de Ki-67 o
indice de mitosis
Grado de Muestra la similitud de | Cualitativa 1. Bien diferenciado
diferenciacion forma y funcional que | dicotémica 2. Poco diferenciado
Dependiente guardan las  células
neoplasicas con las de
origen
Patrén histologico | Disposicion que adoptan | Cualitativa Patron de crecimiento:
Dependiente las células en el frente de | nominal 1. Sdlido
invasiéon y patron de 2. Trabecular
crecimiento. 3. Pseudoglandular
4, Organoide
Expresion de Reaccion  inmunoldgica | Cualitativa 1. Positiva
inmunohistoquimica | de anticuerpos | ordinal 2. Negativa a
Dependiente especificos en las células. Sinaptofisina, Cromogranina,
Otros
Necrosis Muerte de las células y | Cualitativa 1. Presencia
los tejidos en una zona | ordinal (porcentaje)
determinada de  un 2. Ausencia

organismo Vvivo.
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Apoptosis Muerte celular | Cualitativa 1. Presencia (focal,

programada. ordinal difuso)
2. Ausencia
Pleomorfismo Variabilidad del tamafio, | Cualitativa 1. Presencia (focal,
forma, y tincién de las | ordinal difuso)
células o sus nucleos. 2. Ausencia

Rasgo de las displasias y

neoplasias malignas.

Sindrome Presencia de diarrea | Cualitativa 1. Presente
carcinoide acuosa, flushing, | dicotdmica 2. Ausente
Dependiente broncoespasmo,

hipotension, enfermedad

cardiaca derecha.

Supervivencia Tiempo transcurrido | Cuantitativa Tiempo en meses
global desde Ila fecha de | continua
Dependiente diagnéstico  histolégico

hasta la fecha de muerte
o ultima visita de
seguimiento en pacientes

Vivos.

8.6 PROCEDIMIENTOS

Dado que es un estudio retrospectivo no se realizaron maniobras ni
intervenciones en los pacientes. Se analizaron las bases de datos del departamento
de patologia, con lo cual se seleccionaron todas aquellas laminillas y bloques de
parafina existentes en el archivo de patologia de casos con biopsias de higado que
tengan tanto metastasis en este 6érgano, como de existir el sitio primario de TNbd,
pertenecientes a pacientes del INCMNSZ en un periodo del afio 2000 al 2020.

Con previa autorizacion del comité de ética correspondiente, en
preparaciones tefiidas con técnica de hematoxilina y eosina (H&E) de cada caso,
bajo microscopia Optica se reevaluaron las caracteristicas histologicas de los
tumores como el grado nuclear, atipia, pleomorfismo, apoptosis, necrosis, invasion

vascular/linfatica, invasion neural, desmoplasia, patron de crecimiento, indice de
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mitosis, reacciones de inmunohistoquimica Ki-67, Cromogranina A, Sinaptofisina,
CDb56 entre otras. De ser necesario, se solicitaron nuevos cortes o reacciones de
inmunohistoquimica para Ki-67 que es la reaccion que permite discriminar los

grados histologicos determinando el indice de proliferacion.

Se analizaron las laminillas seleccionadas con reaccion de
inmunohistoquimica Ki-67, para realizar el conteo de indice de proliferacion de
manera manual en el “hot spot” (anexo 3), asi como reevaluar el grado histologico
proporcionado a la metastasis. En los casos en los que no se pudo realizar la
reaccion para Ki-67 se utilizé el conteo de mitosis para gradificar la neoplasia. De
este modo se clasificaron -incluyendo pulmén- en TNE G1, G2, G3 bien
diferenciados y poco diferenciados o carcinomas de acuerdo con los criterios de la
clasificacion de tumores del sistema digestivo de la OMS 2019 (véase marco
teorico).

Asimismo, se obtuvieron datos clinicos generales de los pacientes, momento
del diagnéstico, su evolucion, sintomatologia, comorbilidades, tamano del tumor,
localizacion, estudios de laboratorio, tratamientos recibidos, desenlace con lo que
se calcularan los meses de supervivencia desde la fecha del diagnoéstico. El punto

final sera la muerte por cualquier causa o la ultima nota que aparezca en el sistema.

8.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron a través de medidas de tendencia central y
dispersion para describir a la poblacion. Para la estadistica descriptiva se utilizé
como medida de tendencia central, la media aritmética; como medida de dispersion,
la desviacion estandar. Se realizd un analisis univariado y multivariado para
determinar la supervivencia en relacion con factores histopatoldgicos, clinicos, y de
tratamiento relevantes, utilizando graficos de supervivencia y comparaciones de

Kaplan-Meier.
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El analisis estadistico se efectué mediante el Software Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS) para Mac, version 25.

8.8 ASPECTOS ETICOS

Los aspectos éticos de la presente investigacion se han establecido en los
lineamientos y principios generales que el Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacién para la Salud en su ultima reforma publicada
en 2014, dando cumplimiento al articulo 13, sustentando que en esta investigacion
prevalecera el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y
bienestar. Apegandose al articulo 14, fraccion I, justificando la investigacion y
posible contribucion a la resolucion de problemas de salud; fraccion I, se
fundamentara en hechos cientificos; en el caso de la fraccion V, se solicitara al
comité de ética la dispensa de consentimiento informado mediante una carta, al
tratarse de un estudio retrospectivo, sin riesgo; fracciéon VI, sera realizada por
profesionales de la salud con conocimiento y experiencia que garantizan el
bienestar del sujeto de investigacion; fraccion VII, se sometera a la aprobacion del
Comité de Etica en Investigaciéon, de conformidad con lo dispuesto en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud;
y en la fraccion VI, el protocolo se llevara a cabo cuando se tenga la autorizacion
del titular de la institucién de atencion a la salud.

De la misma forma segun el articulo 16, en esta investigacion se protegera
la privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo sélo cuando los
resultados lo requieran y éste lo autorice, mediante un numero de folio para cada
participante, localizado en la hoja de recoleccién de datos, la cual serd almacenada
en una base de datos electronica, dentro de una carpeta confidencial, en una
computadora a la cual se logra ingresar mediante la contrasefa de seguridad del
investigador responsable. Toda informacién sera resguardada durante un tiempo
de 5 afios, posterior a lo cual sera eliminada, con la finalidad de salvaguardar la

confidencialidad de los participantes en el estudio.
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Asi mismo, en lo referente al articulo 17 en la fraccién |, se considera una
investigacion sin riesgo, aquellos que emplean técnicas y métodos de investigacion

documental retrospectivos.

Este estudio estarad alineado a las Pautas éticas internacionales para la
investigacion relacionada con la salud con seres humanos, elaboradas por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en
colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su ultima revision
2016, en base a las siguientes pautas: Pauta 1, valor social y cientifico y respeto
de los derechos, la justificacion ética para realizar investigaciones relacionadas con
la salud radica en la perspectiva de generar el conocimiento y los medios
necesarios para proteger y promover la salud y los derechos de las personas,
considerando que la presente investigacion cuenta con valor social y cientifico
necesario para generar informacion confiable y valida que permita alcanzar los
objetivos. Pauta 4, beneficios individuales y riesgos de una investigacion, la cual
sustenta que los beneficios individuales, son mayores a los posibles riesgos, que
se considera nulo en esta investigacion por tratarse de un estudio retrospectivo.
Pauta 10, sobre modificaciones y dispensas del consentimiento informado, no se
iniciara la investigacion hasta no tener aprobacion por parte del Comité de Etica en
investigacion, al cual se solicitara exencion de consentimiento informado, al ser la
poblacidn del estudio laminillas, bloques y expedientes clinicos de pacientes,
considerado sin riesgo para ellos. Pauta 12, de la recoleccion, uso vy
almacenamiento de datos en una investigacién en salud, se buscara respetar la
confidencialidad de datos, identificandose con numeros de folio, en este caso,
tratandose de expedientes clinicos, no se publicaran los datos personales de los
pacientes, estando solo a disposicion del investigador responsable e investigador
asociado (51). Toda informacion obtenida de esta investigacion solamente estara a
disposicion del director de tesis y tesista.

Aspectos de Bioseguridad: el presente estudio no presenta riesgos de

bioseguridad.
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8.9 RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos humanos:

Tesista
- Dra. Alina Vélez Valle
Médico Residente del Curso de Especializacion en Anatomia Patologica.

Tareas: Protocolo de investigacion, recoleccion y analisis de datos.

Investigador responsable

- Dr. Armando Gamboa Dominguez

Tareas: Coordinacion en la elaboracion del protocolo de investigacidon, otorgar
acceso a la informacién requerida para dicho protocolo, analisis de datos.

Recursos materiales:

e Infraestructura del departamento de patologia del INCMNSZ para realizar la
base de datos, la evaluacion del material histopatologico, asi como técnicas
de histoquimica e inmunohistoquimica necesarias.

e Archivo de patologia que resguarda bloques y laminillas.

e Sistema de resultados de patologia SIPAM.

e Expediente clinico electronico del sistema So-Teci y archivo general de
expedientes.

e Resultados de estudios de laboratorio del sistema Labsis.

Recursos financieros:

e Patrocinador: Fondo departamental de apoyo a la investigacién/Apoyo a

tesis de residente del departamento de patologia del INCMNSZ.
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Factibilidad:

El protocolo de investigacion se considera factible, se cuenta con la
poblacidn necesaria, y el personal médico calificado para la evaluacién histolégica

y de inmunohistoquimica de tumores neuroendocrinos.
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9 RESULTADOS

Para el presente estudio, se ingresaron un total de 71 casos de pacientes
con TNE metastasico en higado durante el periodo 2000 a 2020, de los cuales,
solamente se encontré6 material de 62 casos, se incluyeron aquellos que tuvieran
material suficiente para la evaluacion histopatologica apropiada, asi como los que
tuvieran un adecuado seguimiento clinico, ademas de los criterios de inclusion y
exclusion. De ellos, se elimin6 un caso con diagndstico de tumor neuroectodérmico
primitivo, uno con diagnostico de paraganglioma, tres casos por tratarse de tumores
mixtos (adenocarcinoma con TNE), tres casos por no tener metastasis hepaticas, y
otro por no tener notas en el expediente, por lo cual quedo6 un total de 53 casos

(Figura 1).

Pacientes
elegibles
N= 71

|

Pacientes con

. Pacientes eliminados
material evaluable

a N=9
N=62 No metastasis
I hepaticas= 3

; No TNE= 2
Pacientes f
. ) Tumores mixtos= 3
incluidos .
N=53 No expediente= 1

Figura 1. Diagrama CONSORT

De los 53 pacientes incluidos, 47.2% fueron mujeres y 52.8% fueron
hombres. La mediana de edad al diagndstico fue de 54 afios (rango 22-81 afos)
con una desviacion estandar de 15.449. La mediana de edad en mujeres fue de 51

afnos, y de hombres 57 afos.
El 90.6% de los tumores evaluados fueron bien diferenciados con 9.5% de
poco diferenciados. El grado histoldgico se otorgo ya sea por indice de proliferacion

Ki-67 o por conteo de mitosis (Imagen 2), predominando el G1 con un 52.8% de los
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tejidos hepaticos evaluados, seguido de G2 que correspondié a 28.3%, 9.4% vy
9.4% para G3 y TNE poco diferenciado (carcinoma de células pequenas y células
grandes) respectivamente (Figura 2). La mayor proporcion de los TNE poco
diferenciados fue en hombres con un 7.5% en contraste con las mujeres con un
1.9%. En cuanto al resto de los grados no hubo diferencias significativas por sexo
(Figura 3).

Grado Histoldgico de las Metastasis Hepaticas

[H Grado 1

[ Grado 2

M Grado 3
Poco Diferenciado
(Carcinoma)

Figura 2. Distribucion del grado histolégico de las metastasis hepaticas.

Grado Histolégico de Metastasis en Hombres
Grado Histolégico de Metastasis en Mujeres

Porcentaje

Porcentaje

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco diferenciado Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco diferenciado
(Carcinoma) (Carcinoma)

Grado Histolégico Grado Histolégico

Figura 3. Grados histolégicos por género

50



”

. «
«§ ¥

.'n‘.”-' Lo i 7 a: v
mﬁ.ws!bk PO Tk S

Imagen 2. TNE G1: A. (H&E, 10x) Patron de crecimiento organoide, con células de B. (H&E, 60x) nucleos redondos
uniformes, cromatina fina, citoplasma moderado, no se observan mitosis. C. (Inmunoperoxidasa Ki-67 40x), marca una célula
positiva, con un indice de proliferaciéon del 1%. TNE G2. D. (H&E 10x) Patrén de crecimiento trabecular, con septos fibrosos
separando las trabéculas conformadas por células, E. (H&E 20x) con leve irregularidad en sus nucleos, redondos a ovales,
citoplasma moderado, se observa la presencia de mitosis. F. (Inmunoperoxidasa Ki-67 10x) indice de proliferacién de 15%.
TNE G3. G. (H&E 10x) patron de crecimiento en nidos solidos con H. (H&E 60x) variacion en la forma y tamario de las células,
con cierto pleomorfismo y mitosis. I. (Inmunoperoxidasa Ki-67 20x) indice de proliferacion de 60%. TNE poco diferenciado:
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J. (H&E 10x) patron de crecimiento soélido, fragmentado acompafiado de necrosis y K. (H&E 60x) células con nucleos
hipercromaticos, irregulares, escaso a moderado citoplasma y mitosis. L. (Inmunoperoxidasa Ki-67 40x) indice de
proliferacién del 65%.

De acuerdo con su sitio primario el 37.7% derivd de pancreas, 26.4% de
intestino delgado, 3.8% de estobmago y pulmédn, 1.9% de recto y riidn, con un 24%
de origen desconocido (Tabla 2, Figura 4). En cuanto a la localizacion en pancreas,
se confinaron en cabeza y cola por igual, con un 50% de los casos no especificado.
Del total, en lo que respecta a intestino delgado, 1.9% en duodeno, 3.8% en ampula
de vater, 5.7% en yeyuno y su mayoria en ileon con un 13.2% (Figura 5). En
algunas -7- muestras se realizo la reaccion de inmunohistoquimica para la proteina
homebox (CDX2) que es un factor de transcripcion que se expresa en células
epiteliales intestinales, donde fue positiva en 6 casos, correlacionando con origen
en intestino delgado solo en 2 casos; la explicacion de esto es que no se realizé en
todos los tejidos y en algunos de ellos donde fue positivo, su origen fue de primario
desconocido, por lo cual fue imposible la correlacion. Otro elemento que nos puede
orientar en lo que respecta al sitio primario, es el patron de nidos sélidos o con
formaciones pseudoglandulares con empalizada periférica, ya que la mayoria de

los tumores que presentaron esta morfologia correspondieron a ileon como sitio de

origen.

PORCENTAIJE
SITIO PRIMARIO FRECUENCIA PORCENTAIJE ACUMULADO
Desconocido 13 24.5 24.5
Pancreas 20 37.7 62.3
Intestino Delgado 14 26.4 88.7
Intestino Grueso 1 1.9 90.6
Estdmago 2 3.8 94.3
Pulmén 2 3.8 98.1
Rifion 1 1.9 100.0
Total 53 100

Tabla 2. Sitio primario de la metastasis hepatica.
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Sitio Primario

[H Desconocido

[l Péncreas
[Jintestino Delgado
[ intestino Grueso
[ Estémago

[l Pulmén

[Rifién

Figura 4. Sitio primario de la metastasis hepatica.

Sitios Primarios de Intestino Delgado

40

Porcentaje

No Especificado Ampula de Vater Duodeno Yeyuno

Sitios Primarios de Intestino Delgado

Figura 5. Sitios primarios de intestino delgado.

En cuanto a los grados histologicos de la metastasis hepatica con sitio
primario en pancreas, 15.1% fueron grado 1, 13.2% grado 2, 5.7% grado 3 y 3.8%
poco diferenciado. Los que correspondieron a intestino delgado 22.6% fueron grado
1, 1.9% grado 2 y 1.9% grado 3, sin encontrarse TNE poco diferenciados. Todos
los de yeyuno e ileon fueron grado 1, un caso grado 2 correspondio a sitio primario
de duodeno y un grado 3 de ampula de Vater. Los dos casos con origen en

estémago fueron grado 2, el de recto fue grado 1, rindn grado 1, pulmén grado 1y
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carcinoma de células pequenfas. De este modo, los TNE poco diferenciados fueron

provenientes de pancreas, pulmon y sitio desconocido (Tabla 3).

Grado Histolégico metastasis
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco diferenciado Total

Desconocido 6 4 1 2 13
SITIO PRIMARIO Péncreas 8 7 3 2 20

Intestino 12 1 1 0 14

delgado

Intestino 1 0 0 0 1

grueso

Estomago 0 2 0 0 2

Pulmén 1 0 0 1 2

Rifién 0 1 0 0 1

Total 28 15 5 5 53

Tabla 3. Grado histologico de la metastasis en relacion con su sitio primario

Se obtuvo material del tumor primario en 26 casos (49.1%), encontrando un
65.4% de grado 1, 23.1% grado 2 y 11.5% grado 3 (Tabla 4). De ellos hubo
concordancia entre los grados de la metastasis y los grados histolégicos del
primario en 21 casos. Por otro lado, se identificd progresién en el tumor metastasico
en 2 casos: de grado 1 a grado 2 en tumor de riiidn y de grado 1 a carcinoma en
tumor de pancreas. En cambio, en 3 casos sucedio lo contrario, ya que hubo una

gradificacion menor (Tabla 5).

Grado Histoldgico Porcentaje
Primario Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Acumulado
Grado 1 17 32.1 65.4 65.4

Grado 2 6 11.3 23.1 88.5

Grado 3 3 5.7 11.5 100.0

Total 26 49.1 100.0

Sin material 27 50.9

Total 53 100

Tabla 4. Grado histoldgico de los tumores primarios analizados
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GRADO HISTOLOGICO METASTASIS

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco Total
diferenciado

Grado1l 10 5 1 1 17
GRADO
HISTOLOGICO
SITIO PRIMARIO
Grado2 1 4 1 0 6
Grado3 1 1 0 1 3
Total 12 10 2 2 26

Tabla 5. Comparacion de grados histologicos dados en metastasis hepatica y sitio

primario

En cuanto a los patrones histolégicos, cabe mencionar que generalmente se
presentan entremezclados, sin embargo, se aprecia un patrén dominante que
fueron aquellos que se documentaron (Figura 6); el que se demostré6 con mayor
frecuencia fue el organoide con un 35.8% presente en su mayoria en los tumores
grado 1 y grado 2; el siguiente es el trabecular con un 22.6%, exhibiéndose
mayormente en los grado 1, y en menor frecuencia en los grado 2 y 3; le siguio el
pseudoglandular en un 18.9% presentandose en 6 casos de grado 1, 2 casos de
grado 2 y 1 caso de grado 3 y por ultimo el patrén alveolar presentandose en un
5.7%. Cabe destacar que el patrén sélido presente en un 13.2% predominé en los
TNE poco diferenciados (4 casos), aunque también se presentd en grado 2 y grado
3 (Tabla 6).
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Patron de crecimiento

Figura 6. Patron de crecimiento histolégico dominante.

Patron Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco Total
Diferenciado

No evaluable 1 0 1 0 2
Organoide 10 8 1 0 19
Trabecular 8 3 1 0 12
Pseudoglandular 6 2 1 1 10
Alveolar 3 0 0 0 3
Sélido 0 2 1 4 7
Total 28 15 5 5 53

Tabla 6. Patron de crecimiento histolégico en relacion con el grado histolégico

Algunos elementos histolégicos de mal pronéstico que fueron observados
fue el alto grado nuclear, la necrosis y la apoptosis, los cuales se mostraron
ausentes en la mayoria de los casos 54.7%, 73.6% y 69.8% respectivamente. Estos
se presentaron de manera escasa en los TNE bien diferenciados (Imagen 3) y en
la mayoria de los pocos diferenciados (Tabla 7, 8, 9). Al conjuntarse la presencia
de uno o mas criterios se observaba que entre mas de estos se exhibian era mayor

el grado histolégico (Tabla 10).
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Imagen 3. A. (H&E, 10x) TNE G3 de pancreas con patrén de crecimiento organoide y nidos sélidos grandes, compuestos
por células de tamafio grande, nucleos pleomorfos, algunos hipercromaticos y citoplasma amplio eosindfilo, areas
hemorragicas. B. (H&E, 60%) Algunos nucleos con marcada anaplasia, nucléolo prominente y presencia de figuras
apoptosicas. C. (inmunoperoxidasa 10x) porcentaje de Ki-67 de 70%, con D. (inmunohistoquimica 10x) cromogranina y E.
(inmunohistoquimica 10x) sinaptofisina positivos.

Pleomorfismo Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco Total
Diferenciado

Ausente 21 7 1 0 29

Focal 7 4 1 0 12

Algunos 0 2 1 0 3

focos

Difuso 0 2 2 5 9
Total 28 15 5 5 53

Tabla 7. Presencia de alto grado nuclear segun el grado histoldgico.
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Necrosis Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco Total
Diferenciado

Ausente 26 10 2 1 39
Focal 1 2 1 0 4
5% 1 1 0 0 2
10% 0 1 1 0 2
>20% o 0 1 1 4 6
extensa

Total 28 15 5 5 53

Tabla 8. Presencia de necrosis segun el grado histologico.

Apoptosis Gradol Grado2 Grado3 Poco Total
Diferenciado

Ausente 26 8 3 0 39
Presente 2 7 2 5 6
Total 28 15 5 5 53

Tabla 9. Presencia de apoptosis segun el grado histologico.

Patron sdlido, Grado 1 Grado 2 Grado 3 Poco Total
pleomorfismo, Diferenciado
necrosis,
apoptosis
Ausente 17 3 0 0 20
1 componente 10 5 1 0 16
2 1 4 2 0 7
componentes
3 0 3 1 2 6
componentes
4 0 0 1 3 4
componentes
Total 28 15 5 5 53

Tabla 10. Criterios histologicos de malignidad segun el grado histolégico.
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En el analisis histologico no hubo concordancia al 100% entre el numero de
mitosis y el indice de proliferacion de Ki-67. Si se hubiera dado el grado unicamente
por el conteo de mitosis por H&E, se habrian elevado los casos de grado 1 con un
64.2%, y grado 2 con 32.1%, disminuyendo los grados 3 con un 3.8% y habrian
desaparecido los poco diferenciados sin tomar en cuenta otros criterios
morfolégicos de malignidad (Tabla 11). El promedio de mitosis del grado 1 fue
menos de 1 mitosis por mm?, del grado 2 de 3.4 mitosis por mm? (rango 0-20), grado
3 de 4 mitosis por mm? (rango 0-10) y de los TNE poco diferenciados de 15.6 mitosis
por mm? (rango 4-30). En lo que concierne al Ki-67, no en todos los tejidos fue
posible realizarse (11.3%) por lo que el grado se dio por numero de mitosis y
caracteristicas histologicas. Si solamente se hubiera evaluado el Ki-67 habrian
disminuido los G1 con un 35.8%, aumentado los grado 2 34% y grado 3 18.9%
(Tabla 12). La media de Ki-67 en los tumores grado 1 fue de 1.54%, grado 2 de
8.73% (rango 3-20%), grado 3 37% (rango 25-60%) y de los poco diferenciados
76.25% (rango 70-85%). Al observar esta situacion, decidimos realizar la técnica
de inmunohistoquimica Fosfohistona H3 para la deteccion de figuras mitéticas (en
dos casos), lo cual no fue de gran ayuda para nuestra evaluacién, ya que no hubo

diferencias significativas con el conteo manual de mitosis por H&E y el uso de este

anticuerpo.
Grado histologico Porcentaje
por mitosis Frecuencia Porcentaje acumulado
Grado 1 34 64.2 64.2
Grado 2 17 321 96.2
Grado 3 2 3.8 100.0
Total 53 100.0

Tabla 11. Gradificacidn histolégica dada unicamente por conteo de mitosis.
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Grado histolégico
por Ki-67

No realizado
Grado 1
Grado 2
Grado 3

Total

Tabla 12. Gradificacién histologica dada unicamente por indice de Ki-67.

Sobre el tejido hepatico residual, se encontré que la mayoria estaba sin
alteraciones (32.1%), se encontro esteatosis en un 20.8%, patrén obstructivo con
colestasis en un 13.2%, e inflamacion portal en 5.7%, otros cambios que se
encontraron fueron colapso, fibrosis, congestion, reaccion ductular y amiloidosis

globular en un caso (Figura 7). Estos cambios no tuvieron impacto significativo en

la supervivencia.

Frecuencia
6

19

18

10

53

Porcentaje
11.3
35.8
34.0
18.9

100.0

Higado residual

Porcentaje
acumulado

11.3
47.2
81.1

100.0

[Hsin higado residual

] Obstruccién

M Esteatosis
Inflamacién portal

[JSin alteraciones

[ otro

Figura 7. Cambios encontrados en tejido hepatico residual.
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De todos los casos estudiados el 84.9% se diagnostico con metastasis
hepaticas al momento de la presentacidn colocandose en un estadio IV de entrada.
En cuanto a la localizacion de las metastasis hepaticas, la mayoria se localizaron
en ambos Iébulos (85.7%), siendo multiples o difusas. Solo en 40 casos se
especificd el tamafio del depdsito mayor de metastasis donde la mediana fue de
7.9 cm, siendo el mas pequefio 1 cm y el mayor 24 cm. Los sitios mas frecuentes
de actividad extrahepatica fueron ganglios linfaticos regionales 33.3%, peritoneo
11.1% y hueso 11.1%, un caso con metastasis a glandula suprarrenal 1.9%, el resto
solo se confinaron al higado 40.7%.

En lo que atafie al estado funcional, 58.5% fueron no funcionales y 41.5 %
funcionales, de los cuales la mayoria tuvo su origen en pancreas (31.8%) y sitio
primario desconocido (31.8%), seguido de intestino delgado (27.3% -ileon y
yeyuno-) (Tabla 13). A 67.9% se le hizo medicion de Cromogranina A en suero
donde los niveles no correlacionaron con sindrome carcinoide o gravedad de la
enfermedad, sin embargo, fue buen marcador como respuesta al tratamiento o
progresion de la enfermedad. El sindrome carcinoide se presento en el 22.6% de
los pacientes, de los cuales 66.7% correspondié a TNE grado 1 (Tabla 14); 33.3%
con origen en intestino delgado y 41.7% de sitio primario desconocido (Figura 8).
De ellos el 41.66% desarrollaron insuficiencia cardiaca secundaria. No se encontro
clara relacion entre la presencia de sindrome carcinoide con el volumen del tumor
en el higado, no obstante, los depdsitos fueron multiples o difusos en la mayoria de
estos casos.
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Funcionalidad del Tumor

No funcional Funcional Total
Desconocido 6 7 13
Pancreas 13 7 20
Intestino 8 6 14
. ) X Delgado
Sitio primario
Intestino 1 0 1
Grueso
Estomago 1 1 2
Pulmoén 1 1 2
Rifidén 1 0 1
Total 31 22 53

Tabla 13. TNE funcionales y no funcionales de acuerdo con localizacion del sitio

primario.

Grado Porcentaje Porcentaje
Histolégico Frecuencia Porcentaje valido Acumulado
Grado 1 8 15.1 66.7 66.7

Grado 2 3 5.7 25.0 91.7

Grado 3 1 1.9 8.3 100.0

Total 12 22.6 100.0

Sin carcinoide 41 77.4

Total 53 100.0

Tabla 14. Presentacion del sindrome carcinoide en relacidn con el grado histolégico

de la metastasis.
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Sitios Primarios con Sindrome Carcinoide

50

40

30

Porcentaje

20

Desconocido Pancreas Intestino Estomago Pulmén
Delgado

Sitios Primarios

Figura 8. Presentacion del sindrome carcinoide de acuerdo con el sitio primario.

Distintos sintomas que se encontraron relacionados a la localizacion o
extension de la enfermedad fueron: pérdida de peso (17%), dolor abdominal (17%),
diarrea (11.3%), ictericia (7.5%), hipertension portal (5.7%), sangrado de tubo

digestivo y oclusion intestinal (3.8%) entre otros (Figura 9).

Sintomas

.Sx. Carcinoide con pérdida de
peso
Sx. Carcinoide con sx.
obstructivo y pérdida de peso
Sx. Carcinoide con
insuficiencia cardiaca

[H solo sx. carcinoide

[ Pérdida de peso

[H Diarrea
Ictericia

[ Oclusién intestinal

[E Sangrado de tubo digestivo

[l Hipertension portal

[ Dolor abdominal

Cotro

Figura 9. Sintomas presentados.
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El 90.6% de los pacientes recibio algun tipo de tratamiento ya sea quirurgico
o sistémico. De ellos el 39.6% tuvo tratamiento quirdrgico con reseccion del tumor
primario, 49.1% tuvo algun tipo de terapia dirigida al higado donde el 26.4% tuvo
quimioembolizacion transarterial, 7.5% hepatectomia, 5.7% hepatectomia con
quimioembolizacion, 3.8% hepatectomia con ablacién por radiofrecuencia, 1.9%
solo ablacion por radiofrecuencia, 1.9% recibio los tres tratamientos y un trasplante
hepatico (1.9%) (Figura 10). En lo que respecta al tratamiento sistémico el 35.8%
recibio solo analogos de somatostatina (AS), 18.9% analogos de somatostatina con
quimioterapia, 15.1% solo quimioterapia, 9.4% AS con Lutecio 177 y 3.8% los tres

tipos de tratamiento, algunos de ellos con intencion paliativa (Figura 11).
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Figura 10. Tipo de intervencion dirigida a las metastasis hepaticas.
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Figura 11. Tipos de tratamiento sistémico recibidos.

En el ultimo rastreo se encontraron 36 pacientes muertos (64.3%) y 4 con
pérdida del seguimiento clinico (Tabla 15). La mediana de sobrevida global fue de
47.02 meses (1-204 meses), con una desviacion estandar de 51.095. Mediante
analisis univariado y multivariado, con un intervalo de confianza de 95%, la
supervivencia global fue significativamente mejor para pacientes con grado
histolégico 1/2 dado en la metastasis hepatica (P .000), sin criterios morfolégicos
de malignidad (P .000) especialmente sin patrén sélido (P .006), pleomorfismo (P
.012), apoptosis (P .036), necrosis (P .003). No fue significativo cuando se tiene el
primario conocido (P .072), a pesar de que la media de supervivencia de sitio
primario desconocido fue de 10.4 meses. La mediana de supervivencia para los
TNE grado 1 fue de 70.24 meses, grado 2 de 27 meses, grado 3 de 20.25 meses y
poco diferenciados de 12.4 meses. Se observo mayor riesgo de mortalidad cuando
hay presencia de metastasis hepaticas al diagnéstico (P .003) y no intervencion
quirurgica para la reseccion del tumor primario (P .000). Hay mejor sobrevida
cuando se recibe algun tipo de tratamiento ya sea quirurgico o sistémico (P.000),
sin haber diferencia significativa entre si se recibe tratamiento dirigido al higado o
terapia sistémica (P .823). Cuando ya se tienen metastasis hepaticas, la presencia

de sindrome carcinoide por si solo no aumenta la mortalidad (P .874), ni tampoco
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tienen mejor sobrevida aquellos que tienen tumores funcionales (P .234). En las

figuras 12-22 se presenta la distribucion de la supervivencia de acuerdo con los
datos mencionados.

Vivo con Vivo sin Muerto con Muerto sin
enfermedad enfermedad enfermedad enfermedad
12 pacientes 4 pacientes 32 pacientes 1 pacientes

Tabla 15. Distribucion de supervivencia.
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—I1Grado 2
"1Grado 3
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—— Grado 2-censored

{ Grado 3-censored

— . Poco Diferenciado
0.6 f .
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Figura 12. Duracién de supervivencia por grado histologico.
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Survival Functions
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Figura 13. Duracién de supervivencia por criterios morfolégicos de malignidad.
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Figura 14. Duracion de supervivencia por presencia de pleomorfismo.
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Survival Functions

1.0 Apoptosis
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Figura 15. Duracion de supervivencia por presencia de apoptosis.
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Figura 16. Duracion de supervivencia por presencia de necrosis.
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Figura 17. Duracion de supervivencia por patron de crecimiento histologico.
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Figura 18. Duracion de la supervivencia por sitio primario.
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Figura 19. Riesgo de mortalidad por tratamiento quirurgico.
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Figura 20. Riesgo de mortalidad al momento de la presentacion.

70



Survival Functions
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Figura 21. Duracion de la supervivencia por recibir tratamiento.
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Figura 22. Duracién de la supervivencia por tipo de tratamiento.
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10 DISCUSION

En lo que concierne a la presentacion segun edad y género, en nuestro
estudio la mayoria se presenté en hombres, lo que coincide con la variabilidad de
otros estudios, donde en unos hay predominancia en mujeres y otros en hombres
(2, 4, 5). Con lo que se ha mencionado en trabajos mexicanos también estos datos
han sido inconstantes (8, 9,11), pero lo que si podemos afirmar es que son
porcentajes muy acercados a la mitad de las muestras, siendo una reparticion
cercana al 1:1. En cuanto a la distribucién de la edad es similar a lo reportado,
siendo mas frecuente en la sexta década de la vida.

En nuestro estudio, al igual que la literatura encontramos que los TNE-GEP
son los mas comunes, no obstante, al estudiar una muestra unicamente de TNE
metastasicos en higado, notamos que estos provienen principalmente del
pancreas; Riihimaki menciona en su estudio epidemiologico de metastasis de TNE
(6), que al encontrar metastasis hepaticas de TNE, se debe pensar primeramente
en intestino delgado como sitio de origen, sin embargo, él comenta que hay mayor
potencial metastasico si el tumor primario se encuentra en intestino delgado o tracto
pancreatobiliar a diferencia de aquellos que provienen de estbmago, apéndice y

recto, tal y como lo descubrimos en nuestro trabajo.

Al estudiar solamente muestras de las metastasis hepaticas, la distribucion
en cuanto a la frecuencia de los tumores primarios y estado de la presentacion que
se reporta es diferente. Ya que en nuestro trabajo se encontré mayor proporciéon de
tumores provenientes de pancreas (37.7%) y la mayoria de los pacientes (84.9%)
tuvieron metastasis hepaticas al momento de la presentacién, un poco distinto a lo
que se documenta en el Registro Nacional de Cancer de Espana donde el 57%
presentaron enfermedad a distancia al momento del diagndstico (5), y con mayor
frecuencia en recto y yeyuno. En otras series el porcentaje de pacientes con
enfermedad a distancia varia desde 44.2% hasta 69.4%, lo cual, como se ha venido
diciendo, difiere debido a nuestro tipo de muestra, caracteristicas de las
poblaciones analizadas y disefos de los estudios.
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Los pacientes de nuestro estudio tuvieron menor tiempo de sobrevida si el
sitio primario era desconocido (10.4 meses) comparados con el primario que si es
conocido (60 meses), lo cual es analogo a lo reportado en la bibliografia (6). No
obstante, el estadio de la enfermedad es de los principales predictores de
supervivencia, lo que también se observa en nuestro analisis, ya que todos nuestros
pacientes se encuentran en estadio clinico IV (enfermedad metastasica a
distancia), encontramos que el sindrome carcinoide -que tendria peor prondstico- o
el estado de funcionalidad del tumor -que daria mejor prondstico- no tienen impacto
en la supervivencia. Se menciona lo contrario en otro estudio (41), pero nosotros
observamos que esto se esperaria mas si se tratara solo del tumor primario con un
estadio clinico menor. Se observo que la presencia de sindrome carcinoide se
mostré con afectacidon hepatica difusa o multiple, no obstante, no quedé tan clara
la relacion, ya que otros pacientes sin sindrome carcinoide también presentaron

este tipo de actividad en el higado.

La medicion de la Cromogranina A en sangre no aporté datos relevantes
sobre el sindrome carcinoide, sin embargo, si fue un indicador del avance de la
enfermedad, lo que confirma que sirve como un marcador sérico confiable para
medir la progresion de la enfermedad, con todo, en nuestro estudio, no fue un factor
de importancia prondstica significativo a diferencia de lo que se ha mencionado en
otros estudios (41).

En la practica actual de los laboratorios de patologia se reporta el grado del
TNE primario, pero pocos reportan de rutina el grado de las metastasis. Sin
embrago, la supervivencia es determinada por el comportamiento de los tumores
mas agresivos, por ello puede ser pronostico conocer el grado de los tumores
metastasicos también (21,41), que fue lo que se hizo en este estudio,
encontrandose un impacto en la supervivencia de acuerdo con el grado histolégico
de la metastasis hepatica. Por ello consideramos importante reportar el grado en la
metastasis de TNE.
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En nuestro estudio hubo pocas discrepancias al comparar el grado del sitio
primario y el de la metastasis hepatica, solo en 5 casos se encontraron diferencias
de grados, distinto a lo que menciona Grillo (41), donde ella alude que las
metastasis tienden a mostrar un grado mayor. Shi (37) menciona que el aumento

en el grado de las metastasis esta asociado con una menor sobrevida.

En lo que concierne a la evaluacion histopatoldgica, se observé que no hubo
concordancia entre el numero de mitosis y el indice de proliferacién medido por Ki-
67. Vimos que en muchos tumores el numero de mitosis era significativamente
menor que el porcentaje de Ki-67 en cuanto a los criterios dados por la OMS para
la gradificacion histoldgica, asi, por ejemplo, si nos basaramos exclusivamente en
el conteo de 1 mitosis, este quedaria en G1, pero al realizar un Ki-67 se evalua un
indice de proliferacion del 8% quedando en G2; dicho esto habria una
subgradificacion si solo analizaramos la laminilla con H&E. Por ello se considera
importante destacar lo imprescindible que es evaluar un TNE no solo con tincion de
H&E, sino complementarlo de rutina con la inmunohistoquimica Ki-67. Para intentar
mejorar el conteo de las mitosis, realizamos, en algunos casos, reaccion de
inmunohistoquimica para Fosfohistona H3, para de esta forma poder resaltar mayor
numero de figuras mitéticas. Sin embargo, esto no fue de mucho beneficio, ya que
al final de la evaluacion, no cambio el grado histologico con el conteo de mitosis

con esta técnica.

El calculo del indice de proliferacion Ki-67 se ha visto que tiene valor
prondstico significativo (42); en nuestro estudio, se evalu6 en los tejidos de higado
con TNE metastasico donde fue posible hacerlo, sin embargo, no lo evaluamos
como una entidad sola, sino que nos basamos en él para darle grado a la lesion,
de esta manera el analisis del Ki-67 en relacién con la supervivencia, fue dado
indirectamente al correlacionar la sobrevida con los grados histolégicos de las NNE
de nuestra muestra. No obstante, en la practica diaria es importante y se
recomienda reportar, ademas del grado, el porcentaje del Ki-67 calculado, ya que,
al ser una variable continua, nos dara mas informacion sobre el comportamiento

que pudiera tener la lesion evaluada, asi como la pauta para el tratamiento,
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especialmente en aquellos tumores G3 donde el punto de corte para cierto tipo de
terapia es 55% (50).

Otro problema es la heterogeneidad del Ki-67 en un solo tumor, de esta
manera, el indice de Ki-67 que es engainosamente bajo siempre es una posibilidad
con muestras de biopsia con aguja (29). Esto podria ser la explicacion por la que
encontramos un grado menor en algunas de nuestras muestras de higado, en
comparacion con el tumor primario. Dado que observamos impacto en la
supervivencia cuando hay presencia de atipia nuclear, necrosis, apoptosis y patron
de crecimiento sélido, es importante que también se evalluen estas caracteristicas
al analizar una muestra de tejido de TNE, ya que ademas del Ki-67 o el numero de
mitosis (si no se cuenta con Ki-67), estas nos pueden dar informacion valiosa sobre

el comportamiento que tendra la neoplasia.

En los ultimos afos, en algunos estudios, se ha sugerido que los subgrupos
de pacientes con tumores G1 o G2 tienen un riesgo mayor de progresion cuando
se utiliza el valor de Ki-67 del 5% como punto de corte en lugar del 3%. Sin
embargo, la evidencia en el manejo clinico aun es insuficiente para justificar su
cambio(13). Seria interesante evaluar esta cuestion y correlacionar la supervivencia

con esta nueva gradificacion.

En concordancia con lo que sefala la literatura, la modalidad terapéutica
referente a la reseccidén quirurgica del tumor primario, tiene mejor impacto en la
supervivencia. De igual manera, cuando el tumor primario es irresecable y ya se
tiene un estadio clinico avanzado, los pacientes se benefician mas al recibir algun

tipo de tratamiento, que el no realizar ninguna maniobra terapéutica.

Algo que es importante resaltar, es el caso del trasplante hepatico realizado
en nuestro instituto, un caso de éxito donde se logro resecar el tumor primario
localizado en yeyuno y la actividad hepatica del explante, los cuales
correspondieron a un TNEbd G1, actualmente la paciente se encuentra viva, aun

con persistencia de metastasis en el injerto, en mantenimiento con analogos de
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somatostatina, sin progresion de la enfermedad, con una sobrevida de 126 meses

hasta la fecha.

Se observo que el tratamiento y nomenclatura de estos tumores a lo largo
de los afios ha variado, donde anteriormente se daba un esquema de quimioterapia
cuando habia enfermedad metastasica a pesar de tener un bajo grado, asi como a
estos TNE metastasicos se les llamaba carcinomas por el simple hecho de ser
enfermedad a distancia sin tomar en cuenta el grado histologico.

Una cuestion que no se explord por completo fue el evaluar el rendimiento
de algunos marcadores de inmunohistoquimica para sugerir posibles sitios
primarios como CDX2y TTF-1, ya que no se realiz6 en todos los casos y la mayoria
de estos correspondieron a tumores de origen primario desconocido, por lo que no

fue viable efectuar la correlacion.

En nuestro trabajo no fue posible determinar las alteraciones genéticas
propias de las NNE de nuestra muestra. Como menciona Park (43) las alteraciones
en DAXXy ATRX asi como en MEN1 tienen importancia prondstica. De igual modo,
el determinar la presencia de mutaciones en Rb1y TP53 habria sido de gran ayuda
para diferenciar TNE G3 de CNE en nuestros tumores. Un evento que nos llamé la
atencion fue la progresion de un TNEbd a uno poco diferenciado, se ha mencionado
gue usualmente este fenbmeno no ocurre, pero ha habido ciertos casos reportados,
con el estudio genético, se podria dilucidar esta cuestion. Estudios moleculares de
las NNE de nuestra poblacion mexicana serian recomendables para poder
adaptarlos y establecer nuevos factores prondsticos que nos guien en un mejor

tratamiento mas dirigido hacia cada individuo en particular.

A pesar del largo periodo de analisis de la base de datos de este trabajo, no
fue posible obtener una muestra mayor, por lo que seria apropiado realizar este
analisis con una muestra con mayor cantidad de casos y que sea interinstitucional

para que sea representativo de nuestra poblacion mexicana.
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11 CONCLUSIONES

Este estudio es diferente en lo que respecta a aquellos que se han centrado
en el analisis de TNE, puesto que en la mayoria se toman en cuenta unicamente
los tumores primarios y su comportamiento clinico, no asi en el nuestro, donde se
realizoé analisis de las metastasis hepaticas y los tumores primarios a los que se

tuvo acceso.

Este estudio retrospectivo nos permitié observar que el comportamiento de
la enfermedad por TNE esta condicionada principalmente por el estadio clinico y
por las caracteristicas histopatologicas del tumor. Por lo que se desea destacar
que, si no se tiene acceso al tumor primario, la evaluacion morfolégica y el Ki-67 de
la metastasis puede proveer informacidn valiosa sobre el grado histologico, y de
este modo, guiar la modalidad terapéutica mas adecuada para el paciente.

Advertimos que el potencial metastasico de los TNE varia profundamente
dependiendo del sitio primario, y que estos muestran una clara preferencia por
metastatizar al higado. La supervivencia es menor cuando se tienen metastasis

hepaticas, especialmente cuando es de sitio desconocido.

Se comprobd que la reseccion del tumor primario, asi como la
complementacion con alguna modalidad terapéutica dirigida a la metastasis, ya sea
con terapia sistémica o de intervencion directamente al higado, tiene impacto
significativo en la sobrevida del paciente. Por lo que es importante dar un
seguimiento estrecho al paciente, de ser posible resecar el tumor primario y al
detectar la aparicion de metastasis hepatica, realizar alguna maniobra dirigida.

Todo lo recabado en este trabajo, debe interpretarse en el contexto de la
poblacion mexicana en un centro de referencia de tercer nivel, que, sin embargo,
nos provee informacion relevante para identificar grupos de riesgo y elaborar
mejores planes terapéuticos para mejorar la sobrevida de los pacientes.
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ANEXO 1

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

2021
Actividades Feb | Mar | Abr | May | Jun | Jul | Ago | Sept | Oct | Nov
Obtencion de la base de | x X
datos
Elaboracion del protocolo X X X
Revision por el comité de X |X
ética
Recoleccion de datos X |X X
Analisis estadistico X
Redaccion y entrega de X X
tesis
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ANEXO 2

Universidad Nacional Auténoma de México / Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”
Factores clinico-patolégicos prondsticos en tumores
neuroendocrinos bien diferenciados metastasicos en higado

TR U7
— 2 =

INCMNSZ

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

NO. QUIRURGICO
FECHA DEL DX:

EXPEDIENTE:
TIPO DE BIOPSIA:

EDAD : GENERO:
BLOQUE:

DIAGNOSTICO:

GRADO HISTOLOGICO

[1 G1 (bajo)

[ G2 (intermedio)

[1 G3 (alto)

[1 Carcinoma de células pequefias
[7] Carcinoma de células grandes

INDICADORES DE MALIGNIDAD
[C1 Anaplasia focal, 5focos, difusa
[71 Necrosis focal, <5%, <10%
[1 Invasidn linfovascular

[C]1 Desmoplasia <25% 50% >75%
[] Otro

DIFERENCIACION
[1 Bien diferenciado
[71 Poco diferenciado

MOMENTO DIAGNOSTICO
Primario conocido
] No
[C1 Péncreas
[1 Intestino delgado
[] Intestino grueso
[] Estémago
1 otro
[ Sincrénico
[_1 Metacrénico afios
Estadio

SUPERVIVENCIA

[~1 Vivo con enfermedad
[] Vivo sin enfermedad

1 Finado con enfermedad
[] Finado sin enfermedad

iNDICE DE MITOSIS
[] <2 por 2 mm?
[] 2-20 por 2 mm?
[ >20 por 2 mm?

NDICE DE PROLIFERACION Ki-67
1 <3%
] 3-20%
] 20-55%
] >55%

MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA

] Cromogranina
[] Sinaptofisina
[] Somatostatina
] Glucagén

] Insulina

PATRON DE CRECIMIENTO

FOCALIDAD DEL TUMOR
[1 Lobulo derecho

] Lébulo izquierdo

1 Ambos I6bulos

1 No especificado

[] Otro:

TRATAMIENTO NO QUIRURGICO
[1 Analogos de somatostatina
[1 Quimioterapia

[] Radioterapia

Ciclos:

NOTAS:
meses
meses
meses
meses

86

VIP
Gastrina
Serotonina
ACTH

Otro

ooooo

PATRON DE INFILTRACION

TAMARNO DEL TUMOR
CJ<3.5cm
[J>35cm

[1 No especificado

TRATAMIENTO QUIRURGICO
[ Reseccidn primario

[ Hepatectomia

[C1 Quimioembolizacién

[Z1 Ablacién por radiofrecuencia
[1 Trasplante hepatico

[1 Otro

BLOQUES Y ESTUDIOS A
REALIZAR:



DATOS ADICIONALES Y DEL TUMOR PRIMARIO

NO. QUIRURGICO

FECHA:

DIAGNOSTICO:

GRADO HISTOLOGICO

[1 G1 (bajo)

[] G2 (intermedio)

[1 G3 (alto)

[] Carcinoma de células pequefias
[C1 Carcinoma de células grandes

INDICADORES DE MALIGNIDAD
[1 Anaplasia

[1 Necrosis

[1 Invasion linfovascular

[1 Invasion perineural

[1 Otro

DIFERENCIACION
1 Bien diferenciado
1 Poco diferenciado

DATOS DE LABORATORIO
1 cromogranina A

1 Fosfatasa Alcalina

I pHL

1 5-HIAA

{NDICE DE MITOSIS
[] <2 por 2 mm?
[]2-20 por 2 mm?
[1>20 por 2 mm?

{NDICE DE PROLIFERACION Ki-67

1 <3%

] 3-20%
[] 20-55%
1 >55%

[71 Cromogranina
[] Sinaptofisina
1 CD56

] Glucagén

] Insulina

oooono

MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA

VIP
Gastrina
Serotonina
ACTH

Otro

PATRON DE CRECIMIENTO

PATRON DE INFILTRACION

DATOS CLINICOS
[C] Sindrome carcinoide

[ Insuficiencia cardiaca secundaria
] Segunda neoplasia

[_1 Comorbilidades

HIGADO RESIDUAL
[C1 Sin alteraciones
[1 Obstruccién

O

[1 Otro:

NOTAS O HALLAZGOS ADICIONALES:
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TAMARNO DEL TUMOR

[1No especificado

BLOQUES Y ESTUDIOS A
REALIZAR:




ANEXO 3
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Conteo manual de células positivas para la reaccién de inmunohistoquimica Ki-67,
en un aumento de 400x (a seco fuerte) en el “hot spot”, para calculo del indice de
proliferacion (32). En este caso fue un porcentaje de Ki-67 del 64%, dejando a la

neoplasia en un G3.
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