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ANTECEDENTES:

El cancer cérvico-uterino es una de las principales causas de muerte por cancer
en los paises en vias de desarrollo. (Wolfang et al. 1999) En México, esta enfermedad es
responsable de aproximadamente 25% de las muertes por cancer en mujeres (Mohar et
al.,2000).Como todas las neoplasias malignas, el carcinoma de cérvix resulta como
consecuencia de una serie de alteraciones genéticas en genes que regulan la
proliferacion celular y apoptosis. El VPH es un importante factor en su etiopatogenia. El
DNA del virus se encuentra integrado en las lesiones invasoras en mas del 90% de los
casos y sus oncoproteinas inactivan los genes celulares supresores p53 y retinoblastoma
(McLachlin 2000) El carcinoma cervical sigue un patréon de progresion relativamente
ordenado. Se caracteriza primeramente por diseminacion locorregional a los 6rganos
pélvicos y ganglios linfaticos regionales y posteriormente a érganos a distancia. La
eleccion del tratamiento depende de factores como el estadio clinico, el tamafio tumoral,
presencia de ganglios pélvicos infiltrados por tumor, la histologia, condiciones
morbidas y la preferencia de la paciente.

La mayoria de las pacientes (alrededor del 80%) se presentan con enfermedad
localmente avanzada en nuestro pais (estadios IB2 a IVA). A pesar de las nuevas
modalidades terapéuticas la supervivencia a 5 afios de las pacientes con cancer
localmente avanzado va desde un 25 a 70%. La mayoria de ellas recurre tanto a nivel
pélvico como sistémico por lo que es necesario continuar con estudios con la intencion
de mejorar el prondstico de estas pacientes. (Hinojosa et al., 2000)

Se han considerado varios factores prondsticos en el cancer de cérvix incluyen
las caracteristicas propias de las pacientes, factores pronosticos relacionados con el
tumor, la biologia del mismo (lo cual nos compete en esta tesis), su extension y el
tratamiento.

Con respecto al tratamiento, en general, los carcinomas microinvasivos (estadio
1A1) se tratan con cirugia quedando curados practicamente la totalidad de los casos.
Los tumores en estadios clinicos tempranos (IA2 a IB1) se tratan habitualmente
mediante histerectomia radical y linfadenectomia pélvica lo que produce porcentajes de
curacion por arriba del 90% (Stephen et al., 1996). Las pacientes con estadios clinicos
tempranos pero de mayor volumen o extension tumoral como son los estadios clinicos
IB2 y IIA (tumor limitado al cérvix mayor de 4 cm y tumor con extension al tercio
superior de vagina respectivamente) son tratada mediante histerectomia radical y
linfadenectomia pélvica o radioterapia radical con resultados equivalentes. Sin
embargo, la supervivencia a 5 afios de estas pacientes puede ser tan bajo como de un
60% oscilando entre 60 y 90%. El tratamiento de las pacientes con enfermedad
avanzada (IIB a IVA) que desafortunadamente son las mas frecuentemente observadas
en nuestro pais, tradicionalmente ha consistido en radioterapia como modalidad tUnica,
siendo el pronostico de estas pacientes menos alentador, lograndose porcentajes de
supervivencia a 5 afios de 70 a 15% (Lanciano 2000). Para las pacientes que se
presentan con enfermedad metastasica a distancia (IVB) o aquellas con recurrencia o
persistencia de la enfermedad, la mediana de supervivencia es de aproximadamente de
8 meses.



No ha habido mejoria substancial en el tratamiento del cancer de cervix desde el
advenimiento de la irradiacién con Megavoltaje en 1950. Diferentes estrategias se han
realizado con la finalidad de mejorar los resultados de la radioterapia, sin embargo
ninguna ha sido exitosa. Como resultado de esto se han considerado nuevas estrategias
como la quimioterapia-radioterapia concomitante.

La quimioterapia concomitante con radioterapia es una modalidad que se ha estado
experimentando en los ultimos afios en las pacientes con cancer de cérvix localmente
avanzado. El principal fundamento de este abordaje terapéutico es el sinergismo
existente entre la radioterapia y quimioterapia a través de varios posibles mecanismos:
incremento de las lesiones letales al DNA, promoviendo la sincronizacion de las células
hacia fases mas sensibles a la radiacion y reduciendo la fraccion de células hipoxicas
resistentes a la radiacion. Si ademas la quimioterapia se administra a dosis mayores que
las necesarias para la radiosensibilizacién actua contra las metastasis subclinicas.
(Leman et al., 2000).

Desde los afios ochenta se han publicado varios estudios fase I y II de
quimioterapia concomitante con radiacion, siendo los agentes mas usados cisplatino,
fluorouracilo y mitomicina C. Aunque los resultados de estos estudios han sugerido un
efecto favorable sobre la supervivencia, no existian datos so6lidos demostrando tal
superioridad. Sin embargo, recientemente se han publicado 8 estudios aleatorizados de
quimioradioterapia concomitante versus radioterapia sola (Keys et al., 1999; Rose et al.,
1999, Whitney et al., 1999; Peters et al., 1999; Morris et al., 1999; Wong et al., 1999;
Roberts et al., 2000; Pearcery et al., 2002).
Dos de esos estudios fueron llevados a cabo en estadios clinicos tempranos, uno como
tratamiento adyuvante y el otro como tratamiento definitivo en estadios IB2 (Peters et
al., 1999; Morris et al., 1999). Siete de los ocho estudios consistentemente demostraron
la superioridad del tratamiento combinado en términos de periodo libre de enfermedad
y supervivencia, ademas es notable la reduccion no solo de las recurrencias pélvicas
sino también de las sistémicas.

Los datos de los 5 estudios en conjunto han llevado al panel de expertos del Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos (NCI) a recomendar el uso de quimioterapia
concomitante en todas las pacientes (evidentemente cuya condicion médica lo permita)
con tumores localmente avanzados (del IB2 al IVA). Queda a consideracion sin
embargo, el esquema de quimioterapia a utilizar. Los resultados de los estudios
sugieren que el cisplatino semanal es menos toxico e igualmente efectivo que los
regimenes que utilizan 5-FU junto con el platino por lo que este esquema seria el mas
recomendable.

Sin embargo a pesar de los estudios previamente comentados con quimioterapia
y radioterapia concomitante las pacientes con diagndsticos de cancer cérvico-uterino
localmente avanzado continuan con recaida local y sistémica 6 persistencia de la
enfermedad. Una proporcion considerable de las recaidas ¢ persistencias al tratamiento
son sistémicas y por lo tanto la identificacion de algunas caracteristicas del tumor
podrian predecir la diseminacidén de metéstasis a distancia y podria ayudar a seleccionar
estos pacientes potenciales que podrian beneficiarse de otros tratamientos especificos
como quimioterapia sistémica.



Si bien el tratamiento estandar actual es la quimioterapia concomitante con
radioterapia como tratamiento definitivo, es necesario seguir ensayando nuevas
combinaciones de modalidades terapéuticas, e investigar factores moleculares y
caracteristicas biologicas y funcionales de éste cancer, con la intencion de mejorar el
prondstico de estas pacientes y al mismo tiempo, en lo posible disminuir la morbilidad
del tratamiento.

Existe controversia acerca de las diferentes extirpes histologicos como factor
prondstico en el cancer cervico-uterino. Es bien reconocido que el carcinoma
epidermoide representa el 80-90%, de los cancer de cérvix, y el sistema de la FIGO,
mas comunmente empleado divide los carcinomas de células escamosas en carcinomas
de células grandes queratinizante invasor, carcinomas de células grandes no
queratinizante, y carcinomas escamosos de células pequeﬁas.16 La mayoria de los
autores coinciden en que las pacientes con cancer de células escamosas pequefias tienen
peor prondstico que las pacientes con carcinoma cervico- uterino con cancer de células
grandes queratinzante 6 no queratinizante. Existe otra variedad de carcinomas que
podria confundirse con el cancer de células escamosas de células pequefias y nos
referimos al carcinoma de células anaplasicas de células pequeiias, los cuales tienen alta
actividad mitética y se ha reportado que aproximadamente del 30 a 50% de los
carcinomas anapldsicos tienen caracteristicas neuroendocrinas. Estos carcinomas
anaplasicos de células pequefias son mas agresivos y pobremente diferenciados que el
carcinoma escamosos de células pequefias; la mayoria de los autores reporta que los
rangos de sobreviva son menores del 50% en las pacientes con estadios clinicos I ¢
tempranos.m'18

Otras extirpes histopatoldgicos importantes corresponde al adenocarcinoma (10-
20%), el cual puede ser mixto ¢ puro (carcinoma adenoescamoso). Una amplia variedad
de tipos celulares, patrones de crecimiento, y grados de diferenciacion se han
observado. Aproximadamente el 80% de los adenocarcinomas contienen células
diferenciadas, con caracteristicas de epitelio glandular epitelial y produccion
intracitoplasmica de mucina.

Los tumores restantes corresponden a carcinomas de células endometroides, de
células claras, intestinales, ¢ de tipo celular mixto. Histologicamente estos tumores son
indistinguibles de los tumores de endometrio 6 de ovario.

Los adenocarcinomas de desviacion minima son raros y muy bien diferenciados y
el patrén glandular es muy semejante a las glandulas endocervicales, y por tanto el
adenocarcinoma de desviacion minima no ha sido reconocido como un tumor con
caracteristicas malignas, estudios tempranos reportan que las mujeres con estos tumores
tienen muy buen prondstico.'®'®

Si bien, hemos mencionado que los subtipos histoldégicos mas frecuentes son el
carcinoma cervicouterino epidermoide y el adenocarcinoma con sus variantes, no hay
evidencia clara de que estos subtipos histologicos difieran en las caracteristicas clinicas.
Sin embargo algunos articulos sugieren que los tumores con diferenciacion glandular
son mas agresivos y que infieren pobre prondstico'” 2", otros autores no documentan
tales hallazgos®' ™, de acuerdo con lo wltimo reportado en la FIGO en el resultado del
tratamiento en 12, 153 pacientes tratadas desde 1990 a 1992, demostr6 que no hay



diferencia en supervivencia entre el cancer cervicouterino de células escamosas y los
24
tumores glandulares.

CANCER DE CERVIX CON CARACTERISTICAS NEUROENDOCRINAS

Otro subtipo histologico del cancer cervicouterino incluye el cancer neuroendocrino ¢
de células pequefias y los tumores carcinoides, reconocidos por la Organizacion
Mundial de la Salud, muchos estudios han demostrado que este subgrupo de tumores
son més agresivos y muestran alta frecuencia de metastasis a distancia. 22° La
incidencia para estos tumores oscila del 1 A 6.5% de todos los carcinomas cervicales, y
es un dilema diagnostico para el anatomopatologo y un desafio terapéutico para el
clinico. El dilema para el primero se debe al gran numero de entidades
anatomopatologicas descritas como “canceres de células pequefias”, entre las que
incluyen el carcinoma de células escamosas no queratinizantes de células pequeiias
diferenciado, y el carcinoma neuroendocrino (células en avena). Recientemente el
Colegio Americano de Patdlogos y el Instituto Nacional de Cancer reconoce cuatro
categorias de tumores endocrinos del cérvix: 1) Tumores carcinoides tipicos, 2)
Tumores carcinoides atipicos, 3) Carcinoma neuroendocrino de células grandes y 4)
Carcinoma de células pequerfias. 2729

Tumor carcinoide Tipico:

El tumor carcinoide tipico tiene un patron trabecular, nodular. Forma rosetas
comunmente. Las células neoplasicas son redondas, pequefias y uniformes y tienen un
patron fino, granular de cromatina y un nucleolo. Las figuras mitdticas son raras. Mas
del 70% de los carcinoides atipicos son argirofilos y muestras reactividad positiva para
los marcadores neuroendocrinos, que pueden ser reconocidos por el microscopio de luz.
Ultraestructuralmente  estros tumores contienen granulos neurosecretores de
electrodensidad variable.

Tumor Carcinoide Atipico:

En contraste con los carcinomas carcinoide tipicos, son hipercelulares y muestran atipia
citologica, exiben un incremento de la actividad mitotica (5-10 figuras mitdticas por
campo), y contienen foco de necrosis. Ambos tumores sin embargo muestran el
mismo patron de crecimiento. Sus caracteristicas inmunohistoquimicas, y las del
microscopio de luz son similares. La mayoria de los carcinoides atipicos son
argiréfilos y muestran reacciones positivas a la cromogranina, sinaptofisina, y enolasa
neurona especifica. Aproximadamente una tercera parte de los carinoides atipicos
expresan serotonina y una pequefia proporciéon expresa hormonas peptidicas.*”

Carcinoma Neuroendocrino de Células grandes:

El carcinoma neuroendocrino de células grandes es pobremente diferenciado, de alto
grado y biolégicamente de células pequefias y atipicas parecidas al tumor carcinoide
tipico. El patron de crecimiento de las células neuroendocrinas grandes es organoide,
trabecular, forma cordones con prominente palidez y variable necrosis extensa. Las
células neoplasicas de los carcinomas neuroendocrinos de células grandes son largas y



tienen abundante citoplasma con nucleo vesicular y nucleolo prominente. Las figuras
mitoticas son multiples, (mas de 10 x10 en un campo de alto poder).

El diagndstico de los carcinomas neuroendocrinos debe de ser confirmado con granos
de plata, inmuno-histoquimica o microscopia electronica porque los carcinomas del
cérvix pobremente diferenciado pueden tener una apariencia neuroendocrina con
canales convencionales. El carcinoma neuroendocrino de células grandes es argirofilo y
muestra reacciones positivas a la cromogranina y sinaptofisina. Este tipo de tumor ha
demostrado ser muy agresivo y de mal prondstico”

Carcinoma de Células Pequeiias

Se caracateriza por células pequefias redondas o fusiformes con escaso citoplasma y
nucleo hipercromatico con finos granulos de cromatina y ausencia de nucleolo. Tienen
namerosas figuras mitdticas y extensas areas de necrosis caracteristicas en esta
neoplasia. Las células neoplédsicas pueden crecer en forma difusa y formar trabeculas ¢
cordones. Aprdximadamente el 60% de estos tumores no demuestran reactividad a la
cromogranina, la sinaptofisina, y una tercera parte de estos no expresa enolasa neurona
especifica.

Estos carcinomas neuroendocrinos pueden identificarse mediante criterios
caracteristicos de microscopia Optica y electronica, no pueden distinguirse de los
carcinomas de células en avena del pulmén. Ademads, parecen comportar el peor
prondstico de los diversos carcinomas de “células pequefias”.  Por tanto es importante
distinguir este subtipo concreto del cancer del resto y considerar nuevos enfoques de
tratamiento

En contraste con el cancer cervicouterino de células escamosas lo tumores endocrinos
del cérvix, usualmente, no estan confinados localmente al diagnostico. Los nddulos
linfaticos cominmente se encuentran involucrados en 50-60% de los pacientes y la
invasion vascular es habitual, con frecuencia recaen a nivel sistémico y tiene
predileccion por el hueso, cerebro, pulmon e higado y el 80% se presenta al afio del
diagndstico. El verdadero carcinoma cervical neuroendocrino de células pequefias
tiene muy mal prondstico. Abeler reportd 26 casos, la supervivencia a los 5 afios fue del
14% a pesar de la terapia agresiva que incluia cirugia, radioterapia y quirnioterapia.29

En la estadificacion I-1I de la FIGO para el cancer cervicouterino de células pequefas
reportan rango de supervivencia a 5 afios de 0-60%, y para el estadio clinico III de la
FIGO reportan 17% de supervivencia a 5 afios.

Por estas razones se ha incrementado la quimioterapia sistémica como modalidad
neoadyuvante 6 adyuvante en éstos pacientes con carcinoma cervicouterino de esta
histologia. Aunque el diagnodstico de cancer cervicouterino de células pequefias se
realiza con la examinacion de hematoxilina y eosina, se ha observado que el 100% de
¢éstos tumores expresan cuando menos un marcador neuroenddcrino como enolasa
neurona especifico (NSE), cromogranina A (CgA), y sinaptofisina ( SYN).>*

Varios estudios han descrito una serie de cambios moleculares involucrados en la
patogénesis del carcinoma cervical de células escamosas. Es bien conocido que la
infeccion por el virus del papiloma humano (HPV), juega un papel importante en la



patogénesis del carcinoma cervical asi como otros cambios moleculares que
actualmente se han reportado, como la relativa alta frecuencia de la pérdida de
heterogenecidad (LOH) en las regiones del cromosoma 4p, 6q y las delecciones
localizadas en el 3p. En contraste con la baja frecuencia del TP 53 y anormalidades del
gen RB son usualmente presentes, consistentemente con la inactivacion mediada por el
HPV y sus productos.® ¢

Algunos autores han observado que en general los tumores con patron
neuroendocrino sugieren datos de mal pronodstico, y por consiguiente el significado
prondstico de los marcadores neuroendocrinos ha sido evaluado en pacientes con
cancer escamoso del cérvix con patréon neuroendocrino y en otros tumores mas
comunes; como el cancer de pulmén de células no pequefias, coléon, mama, ovario y
cancer de prostata, todos estos con diferenciacion neuroendocrina.

CANCER DE CERVIX CON PATRON NEUROENDOCRINO

Se ha reportado casos de cancer de cérvix de células escamosas con patron
neuroendocrina®’>* y existe especial controversia en el prondstico de la enfermedad
cuando éstas caracteristicas se presentan, especialmente, en otro tipo de céanceres
como pulmon, préstata, y mama.

El cancer de cérvix con patrén neuroendocrino es una entidad muy rara y por lo tanto
no hay evidencia clara acerca del pronostico de esta enfermedad, dado que, se trata de
una combinacion poco frecuente. Barret, reportd granulos neuroendocrinas positivos
para el patron neuroendocrino previamente, en tumores del tipo adenocarcinoma,
adenoescamoso, pobremente diferenciado o indiferenciado, y cancer de células
pequefias. Reportd 7 de 20 casos y el pronodstico de supervivencia es muy pobre en
pacientes  que  contienen  consistentemente  granulos  neuroendocrinos,
independientemente del estadio clinico y el grado de diferenciacion de la neoplasias.®

Por otro lado, Savargaonkar estudié la expresion neuroendocrina con cromogranina en
67 pacientes con cancer cervical del tipo adenocarcinoma, adenoescamoso, y carcinoma
de células escamosas, encontrd 20.9% de expresion neuroendocrina y controversial
para el pronéstico de la enfermedad.*’

En esta revision pretendemos analizar el cancer de cérvix de células escamosas con
caracteristica neuroendocrina, dado que se han descrito en otras patologias con especial
controversia en el prondstico de la enfermedad.

CANCER DE PULMON CON DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA

En el cancer de pulmon de células pequeiias, es bien reconocido que presentan
75% de multiples marcadores neuroendocrinos.

Desde 1970, los tumores neuroendocrinos del pulmon se han dividido en tres
categorias, carcinoide tipico (CT), carcinoide atipico y carcinoma de células pequefias
del pulmén. Mis recientemente Travis et al*' reconocieron el cuarto tumor
neuroendocrino como carcinoma de células grandes neuroendocrino (LCCNEC) y
recientemente la Organizacion Mundial de la Salud reconoci6 a este tumor como una



variante de carcinoma de células grandes. Es importante sefialar que Iyoda et al y Jiang

et al, concluyen que los carcinomas de células grandes con diferenciacion
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neuroendocrina tienen peor pronostico.

EN EL CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUENAS

Linoila, et al * demostré que en el cancer de pulmén de células no pequefias
presentan una gran variedad de marcadores neuroendocrinos; la cromogranina A (CgA)
se encontrd en 8% de los canceres de pulmoén de células no pequeiias, la enolasa
neurona especifica ( NSE) se present6 en 52% y 7% de Leu-7 . Por otro lado Balde et
al demostro que los marcadores neuroendocrinos se presentan en el cancer de pulmon
de células no pequeifias en el 50%.

En conclusion el cancer de pulmdén de células no pequefias presenta
diferenciacion neuroendocrina del 30 a 50% y también se ha demostrado que éstos
pacientes presentan pobre supervivencia.*

CANCER DE COLON CON DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA

En el cancer de coldn y recto también se ha demostrado diferenciacion
neuroendocrina. Siverseen et al *° reportd marcadores de diferenciacion
neuroendocrina (cromogranina A y enolasa neurona especifica) en el cancer de colon 'y
recto de un 15 y 36%, respectivamente y concluye que los pacientes con estos
marcadores positivos tienen pobre pronostico y supervivencia.

Amada et al* reporté hallazgos similares en pacientes con cancer de coloén y
recto concluyendo que lo CG (cromogranina A), por inmunohistoquimica es util para
identificar pacientes con diferenciacion neuroendocrina y que es un factor pronostico
independiente de pobre supervivencia.

CANCER DE CAVIDAD NASAL Y SENOS PARANASALES DE CELULAS
PEQUENAS CON DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA

Los carcinomas de células pequefias con diferenciacion neuroendocrina en la
cavidad nasal y los senos paranasales son extremadamente raros. Perez et al *® report6
que no hay diferencia de incidencia en el género y que independientemente de estadio
clinico el pronostico es malo. Todos los casos de esta serie fueron diagnésticados por
inmunohistoquimica con CgA y ENE. Los tumores estin compuestos de trabéculas, con
extensas areas de necrosis y hemorragia, se caracterizan por células pequefias 6
intermedias con escaso citoplasma y un nucleo oval ¢ redondo hipercromatico con alto
grado mitotico.

En cancer de mama y Cancer de prostata también se ha reportado caracteristicas
neuroendocrinas, repercutiendo en el pronostico de la enfermedad.



DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA

En muchos drganos y tejidos del cuerpo, hay una poblaciéon de células, inicialmente
referidas como células claras epiteliales, actualmente denominadas neuroendocrinas.

Hace mas de 500 afios se establecieron muchas similitudes entre las células
endocrinas y las células neuronales, por ejemplo la apropiada estimulacion de ambos
tipos celulares, la liberacion de sustancias quimicas que actuan con receptores
especificos de 6rganos vecinos ¢ a distancia y ademas ambas poseen actividad eléctrica
que se incrementa al liberarse los productos secretados, los cuales, pueden actuar como
hormonas cldsicas, neurotransmisores, factores paracrinos ¢ autocrinos, y por éstas
similitudes, fueron denominadas previamente células APUD (precursores de amina y
descarboxylacion), sin embargo por ahora la
mayoria de los investigadores las denominan células neuroenddcrinas. Inicialmente se
pensd, que todas estas células provenian de la cresta neural. Las células
neuroenddcrinas tienen las siguientes derivaciones embriologicas:

a) Derivados de la cresta neural: Médula adrenal, todos los paraganglios, células
C parafoliculares del tiroides, melanocitos y células de Merkel de la piel;

b) Derivados del tubo nerual: Epifisis, hipofisis, células neuroenddcrinas
hipotalamicas;

c) Derivados de origen endodérmico: Células del sistemas gastroentero-
pancreatico, el sistema broncopulmonar, células paratiroides, células de la
placenta y otras células relacionadas

Las células neuroenddcrinas se distribuyen ampliamente en todo el organismo
normalmente: Adenohipdfisis, glandula paratirooides, ganglios intra y extraadrenal,
islotes pancreaticos, tracto broncopulmonar, laringe, tiroides, timo, piel, mama, tracto
gastrointestinal, vejiga, en el urotelio, prostata y en el epitelio endocervical y
exocervical.

FUNCION DE LAS CELULAS NEUROENDOCRINAS

Estudios iniciales sugieren, que las células neuroenddcrinas producen una hormona
unicamente, sin embargo estudios actuales sugieren que estas células son un sistema
multimensagero.

Las hormonas peptidicas son sintetizadas, en el reticulo granular endoplasmico y en
los granulos secretorios del aparato de Golgi y otras hormonas peptidicas, tales como
las catecolaminas que son sintetizadas en el citosol, y luego almacenados en los
granulos secretorios.

La secrecion de cualquier célula neuroenddcrina varia de acuerdo a las diferentes
seflales de su estado funcional normal y patoldgico. Diferentes estudios de inmuno-
histoquimica y de biologia molecular han realizado interesantes sefialamientos de las
interrelaciones funcionales de varios sistemas neuroendocrinos. Por ejemplo, hormonas
peptidicas aisladas desde el tracto gastrointestinal, han sido subsecuentemente



encontradas en el sistema nervioso central, donde funcionan como neurotransmisores 0
neuromoduladores.

Otros péptidos inicialmente aislados desde el cerebro han sido localizados en
células endocrinas del intestino, pancreas, pulmoén, en donde tienen otras funciones
paracrinas. Las células neuroenddcrinas de diferentes tejidos pueden producir péptidos
identicos, la somatostatina, por ejemplo, estta presente en ciertas neuronas
hipotalamicas, células endocrinas broncopulmonares, células endocrinas timicas, y un
subtipo de células C del tiroides.

Las células neuroendocrinas pueden producir mutiples péptidos distintos originados
de una molécula precursora comun. Por ejemplo la adrenocorticotropina (ACTH), es
sintetizada desde una gran molécula precursora pro-opiomelanocortina (POMC)*'. En la
adenohipdfisis, la POMC es procesada también a ACTH, pero también produce la B-
lipotropina, y a la 16KD fragmento terminal N. Y en el mismo l6bulo intermedio de la
hipofisis, la ACTH y la B-lipotropina son procesadas todavia a alfa-MSH, y B-
endorfinas relacionadas a péptidos respectivamente.

La diversidad hormonal en una célula neuroenddcrina puede ser el resultado de
diferentes RNAm que se producen de un mismo gen.

MARCADORES DE LAS CELULAS NEUROENDOCRINAS

Las células neuroendocrinas se han identificado en base al contenido de sus
productos peptidicos, como se discutié previamente, 6 por la presencia de productos no
peptidicos.  Estos productos pueden ser identificados por inmunohistoquimica,
anticuerpos monoclonales, y técnicas mas sostificadas.

La cromogranina y la secretograninas (Cg/Sg), representa una amplia familia de
proteinas solubles que predominan en los granulos secretorios, (ver el cuadro num.1).
La funcién de esta familia de proteinas es desconocida, han sugerido que representa un
papel importante en el procesamiento y la regulacion de los péptidos.”

La Cg/Sg son ampliamente distribuidas a traves del sistema neuroenddcrino tienen
patrones distintivos en los diferentes tejidos. Aunque muchas células neuroenddcrinas
contienen CgA, CgB, y Sgll, otros contienen solamente una ¢ dos de éstas proteinas.
Por ejemplo las células C del tiroides contienen CgA, Sgll, pero no CgB.*

Las membranas de pequefias vesiculas sinapticas, contienen una compleja familia de
proteinas que incluyen las sinaptofisinas, vesiculas sinapticas asociadas con las
membranas de las proteinas (VAMP/sinaptobrevina), sintaxina y sinnaptosome-
asociada a una proteina 25 (SNAP2S5), la cual juega un papel importante en las
vesiculas sinapticas, en activacion, fusion, y regulacion de la exocitosis.

La sinaptofisina y las proteinas relacionadas son ampliamente distribuidas en los
nervios terminales del sistema nervioso central y periférico, y estan también presentes
en las células que son especializadas, para la regulacion 6 la secrecion de las hormonas.
La sinaptofisina tiene un patrén punteado en las regiones sinapticas de las neuronas y
tiene una distribucion difusa en el citoplasma de las células neuroendocrinas. Aunque
algunas de estas enzimas estan presentes en la mayoria de las células neuroendocrinas,
otras tienen una distribucion mas restringida.



La enolasa neurona especifica, ha sido considerada un marcador genérico, para las
neuronas y las células neuroenddcrinas. Los productos de la enolasa neurona especifica
son producto de tres genes independientes, los cuales han sido designados alfa, beta y
gamma”™’.

La beta enolasa esta presente en el tejido muscular, las enolasas hibridas (beta y
gamma), se han identificado en megacariocitos, y una variedad de otras células. Las
enolasas no neuronales (alfa-alfa), estan presentes en tejido fetal, células gliales y
muchos tejidos no enddcrinos. Aunque la sensibilidad de la enolasa neurona especifica
para detectar las células neuroendocrinas es alta, la especificidad es baja. Seshi et al
han demostrado un alto grado de especificidad con anticuerpos monoclonales para la
enolasa neurona especiﬁcaso. Algunos de estos anticuerpos monoclonales reaccionan
predominantemente con las fibras nerviosas y otras reaccionan exclusivamente con
perikarion 6 con el perikarion de fibras nerviosas asociadas.

A continuacién se menciona en la tablal, algunos marcadores para tumores
neuroendocrinos.



TABLA 1

MARCADORES DE LAS CELULAS NEUROENDOCRINAS

1.- Contenido de amina fluorogénico.

2.- Aminoprecursor (5 hidroxitriptéfano y DOPA
3.- Acido aminoaromatico y descarboxilasa
4.- Colinesterasa

5.- Alfa glucorofosfato deshidrogenasa

6.- Sintesis de hormonas peptidicas

7.- Canales voltaje dependientes de Ca y Na
8.- Excitabilidad eléctrica

9.- Enolasa Neurona Especifica
10.-Cromogranina y Secretogranina
11.-Cromomembrina B

12.-Sinaptofisina y otras vesiculas sinapticas
13.-Antigenos linforreticulares

14.- Toxina del tétanos

15.- Células Neuronales y Moléculas Adhesivas.




Por todo lo mencionado previamente decidimos realizar una serie de casos en
pacientes con cancer de cérvix escamoso y buscar intencionadamente diferenciacion
neuroendocrina, y relacionarla con la evolucion de la enfermedad.



JUSTIFICACION

El céncer cervico-tterino tiene un impacto muy importante en México ya que es
la neoplasia mas frecuente y tiene repercusiones en los costos econdmicos en los
Servicios de Salud, en la Sociedad y en la calidad de vida de la mujer Mexicana.
Considerando esto, es muy importante estudiar la incidencia, el tratamiento y algunos
factores pronosticos que finalmente pueden influir en la respuesta al mismo.

El cancer de cérvix posee caracteristicas que lo hacen especialmente atractivo
para su estudio, y en nuestro pais es sumamente importante entender y contribuir con
los avances de su etiopatogenia, diagndstico y tratamiento. En los ultimos tiempos
existe un avance importante en cuanto al conocimiento de los factores etioldgicos, de
la biologia tumoral del mismo, se han identificado factores del tumor y del huésped
relacionados con la respuesta al tratamiento, y también existen modificaciones en el
tratamiento que ha disminuido la mortalidad de las pacientes en un 30%.

Sin embargo a pesar de esté avance en el tratamiento y otros factores, las
pacientes con céancer cervico-uterino, atn en estadios tempranos, contindan con
persistencia ¢ recaida de la enfermedad local y/6 sistémicas, por lo tanto es necesario
con continuar estudios relacionados con factores prondsticos que pueden predecir en un
momento dado la falla al tratamiento.

Existen algunos estudios que apoyan que los tumores neuroendocrinos de células
pequeiias en el pulmén presentan muy mal prondstico, sin embargo, existen reportes
con que sefialan lo contrario, y del mismo modo existen reportes en la literatura que
reportan que el cancer de prdstata, mama y tiroides con esta diferenciacion, confieren
peor pronostico.

Existen muy pocos reportes en la Literatura Mundial y es controvertido la
existencia de células con marcadores neuroendocrinos en el cancer cervico-uterino de
células no pequeiias, y por lo tanto no hay evidencia de que estas células guarden algin
factor prondstico en el mismo. En este trabajo se pretende investigar, la existencia de
¢stas células con diferenciacion neuroendocrinas en el cancer cervico-uterino de células
no pequeiias y relacionarlos con las caracteristicas clinicas y su asociacion como factor
prondstico.



DEFINICION DEL PROBLEMA

El cancer cervico-uterino es la neoplasia més frecuente y tiene repercusiones en
los costos econdmicos en los Servicios de Salud, en la Sociedad y en la calidad de vida
de la mujer Mexicana. Considerando esto, es muy importante estudiar la incidencia, el
tratamiento y algunos factores prondsticos que finalmente pueden influir en la respuesta
al mismo.

Actualmente, existe un avance importante en cuanto al conocimiento de los
factores etiologicos, de la biologia tumoral, asi como, se han identificado factores del
tumor y del huésped relacionados con la respuesta al tratamiento. Por otro lado
existen modificaciones en el tratamiento que han disminuido la mortalidad de las
pacientes en un 30%.

Sin embargo a pesar de esté avance en el tratamiento y otros factores, las
pacientes con cancer cervico-Uterino, aun en estadios tempranos, continllan con
persistencia 6 recaida de la enfermedad local y/6 sistémicas por esto consideramos
necesario, que deben continuar los estudios relacionados con factores prondsticos que
pueden predecir en un momento dado la falla al tratamiento.

Los marcadores neuroendocrinos sefialan datos de mal prondsticos en otros
tumores, como pulmodn, prostata, coldn, entre otros, y en cancer de cérvix existe muy
poca informacion al respecto. Por esto, nos hemos planteado las siguientes preguntas:

i Cudl es la frecuencia de los marcadores neuroendocrinos en el cancer cervicouterino
de células no pequeiias? j;,Cual es la frecuencia de estos marcadores neuroendocrinos en
lineas celulares de cancer de cérvix?

i¢Podria influir las presencia de estos marcadores neuroendocrinos en el pronostico de
las pacientes?



OBJETIVO GENERAL

1.- Investigar la frecuencia de diferenciacion neuroendocrina en pacientes con cancer
de

cérvix de células no pequenas, (epidermoide, adenocarcinoma, adenoescamoso).
2.- Asociar los hallazgos de diferenciacion neuroendocrinas en pacientes con
cancer de cérvix de células no pequefias previamente tratadas con la evolucion

clinica de las pacientes.

3.- Investigar la expresion de marcadores neuroendocrinos en lineas celulares de
cancer de cérvix.

HIPOTESIS DE TRABAJO
Existe un subgrupo de pacientes con cancer de cérvix de células no pequefias que

presentan diferenciacion neuroendocrina, y es posible que la frecuencia de estos
marcadores se encuentre relacionada con mala evolucion clinica en estas pacientes.

HIPOTESIS NULA

No existe la diferenciacion neuroendocrina en las pacientes con cancer de cérvix de
células no pequefias y no hay correlacion alguna con el pronostico de las pacientes.



MATERIAL Y METODOS

Revisamos 54 tumores del archivo de patologia con sus respectivos cortes
histopatoldgicos de pacientes con cancer de cérvix de células no pequefias
(epidermoide, adenocarcinoma y adenoescamoso), previamente tratadas en el Instituto
Nacional de Cancerologia en el periodo comprendido entre marzo de 1999 a enero del
2000, se excluyeron a las pacientes con cancer de cérvix indiferenciado o
neuroendocrino de células pequefias.

Todas las pacientes fueron tratadas previamente, y de éstas 37 correspondian a cancer
de cérvix en estadios clinicos Ib2 a IIB, y a un protocolo de Quimioterapia
Neoadyuvante que consistio en aplicar quimioterapia a base de cisplatino ( a dosis de
100 mg/m2/S.C. dia 1) y gemcitabina (1000 mgrs/m2/S.C.dia 1 y 8), cada tres semanas.
Al finalizar tres ciclos las pacientes fueron valoradas por dos ginecooncologos o
cirujanos oncologos y en las pacientes que habia respuesta se realizé un tratamiento
quirurgico que consistio en Histerectomia Radical tipo III, mas linfadenectomia pélvica
bilateral, en las pacientes que se encontrd metastasis a retroperitoneo se aborto el
tratamiento. En las pacientes en las cuales no fue posible el tratamiento Quirtirgico
recibieron quimiorradioterapia concomitante  con cisplatino 40 mg/m%S.C. y
radioterapia externa 50Gys de lunes a viernes, seguido de 1 6 2 tiempos de
Braquiterapia. Los resultados de estudios se encuentran ya publicados.’

Se incluyo a 17 pacientes con cancer de cérvix en estadios clinicos IB a Ila de un
estudio clinico randomizado comparando RT pélvica estandar (10 pacientes) con la
técnica de cajay 1 6 2 aplicaciones de Braquiterapia vs 7 pacientes quienes recibieron
un tratamiento neoayuvante con quimioterapia PBV a base de cisplatino a dosis de 50
mg/m?/ S.C dia 1, vincristina a dosis de 1.5mg/m?/S.C. y bleomicina a dosis de 25
mg/m” dias 1-3 seguidas de histerectomia radical. El resultado de este estudio ya fue
publicado.”

A los tejidos de las pacientes incluidas se les realizé Inmunohistoquimica buscando los
marcadores de diferenciacion neuroendocrinas mas comunes, los cuales consisten en
sinaptofisina, cromogranina, y enolasa neurona especifica, con la técnica que se
describe mas adelante.

Todos los expedientes de las pacientes se analizaron con un promedio de 26 meses de
seguimiento asociando los hallazgos de diferenciacion neuronendocrina.

Por otro laso se realizo RT- PCR de los marcadores neuroendocrinos transcritos en el
RNA mensajero de las lineas celulares de cancer de cérvix, Vibo, Caski, SiHa, VIPa,
INBL, CALO, Hela, y C33A.

Los marcadores neuroendocrinos buscados consistieron en Chromogranin A (CRO-A),

Enolasa neurona especifica (ENS) y Synaptofisina (SYPH).

RT-PCR para synaptofisina



El RNA total de las células fue aislado usando TRIZOL, de acuerdo las instrucciones
del manual (Gibco BRL). Un microgramo de RNA fua tratado con DNAasa I por 15
minutos a temperatura ambiente y despues 10 minutos a 65°C para inactivar la enzima.
Esta mezcla fue sometida a trancripcion reversa de acuerdo a las instrucciones del kit
(GeneAmp RNA PCR Kit, Perkin Elmer). Posteriormente 1 ul del templado de DNA
fue amplificado por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en un volumen final de
25 ul, el cual contenia 2 mM de MgCl2, 250 uM de dNTPs, 50 mM KCL, 20 mM Tris-
HCI, 2 unidades de Tagpol (Gibco BRL), y 2 uM de cada uno de los siguientes primers
(1): sentido: 5" TCT GGC CAC CTA CAT CTT CC-3" y antisentido 5'CCT GTC TCC
TTA AAC ACG AAC C-3".°!

IMNUNOHISTOQUIMICA

Los tejidos fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes de 4 mm,
posteriormente las laminillas fueron desparafinadas a 60 °C por 20 min posteriomente
fueron colocadas 15 min en xilol a 60 °C, 2 minutos en xilol a temperatura ambiente, 2
minutos en xilol-etanol (1:1), se procedid a la hidratacion del tejido en alcoholes
graduales 2 min en cada uno, hasta agua bidestilada pura y finalmente colocadas en PBS
(0.01M NaH,PO4H,O, 0.01M Na,HPO,, 0.15M NaCl, pH 7.2; después de la
hidratacion las laminillas no deben dejarse secar) en una cdmara himeda se pusieron a
bloquear con peroxidasa éndogena (3% H,0O, in PBS) por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Se procedid a la recuperacion de antigeno con amortiguador de citratos (0.01 mol/L
sodium citrate pH 6) en bafio maria en ebulliciéon durante 40 min. Se deja enfriar a
temperatura ambiente.

Las laminillas fueron lavadas con PBS e incubadas con 150 ul de solucién de bloqueo
(PBS al 10% de SFB) a 37 °C por 30 min. Enseguida se elimina la solucion de bloqueo
por decantacion en seguida se colocan 150 ul de anticuerpo primario diluido 1:75 en la
solucion de bloqueo se deja incubando toda la noche en una cdmara humeda a 4 °C.
(polyclonal rabbit anti-SYPH antibody, sc-916, Sta Cruz Biotechnology, CA;,
monoclonal mouse-anti CRO-A antibody , M0869, Dako A/S, Denmark; monoclonal
mouse-anti NSE antibody, M0873, Dako A/S, Denmark).

Posteriormente los anticuerpos monoclonales fueron detectados con el kit Dako
EnVision™+System, HRP(DAB) (K4011, Dako A/S, Denmark), y los anticuerpos
policlonales fueron detectados con el kit Dako EnVision'V+System, HRP(DAB)
(K4007, Dako A/S, Denmark). Los tejidos fueron contratefiidos en solucion acuosa de
hematoxylina, seguido de la secuencial deshidratacion usando alcoholes graduales y
xileno, finalmente fueron montados con resina.

Las lineas celulares ViPa, ViBo, Calo, InBl, CasKi, C33, Hela, y SiHa (todas de
carcinoma de cérvix) fueron crecidas en cajas de cultivo especiales para posterior
inmuhistoquimica (Falcon® cat. 35-4102, Becton Dickinson, NJ.) y subsecuentemente
fijadas en formol por 24 hrs a temperatura ambiente. Para la inmunohistoquimica
fueron sometidas al mismo tratamiento que los tejidos a partir de la hidrataciéon en xilol
frio.



RESULTADOS

Analizamos la expresion de los marcadores neuroendocrinos en las 54 pacientes con
cancer de cérvix. Las caracteristicas de estas pacientes se muestran en la Tabla 1. Todas
estas pacientes fueron previamente tratadas como mencionamos previamente y el
estadio clinico consistio desde Ib2 a IIIB.

Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes

Numero de Pacientes 54
Edad 32 (28 -57)
FIGO
IB2 17
IlTa 5
IIb 21
I11B 11
Histologia
Escamoso
Bien diferenciado 2
Moderadamente diferenciado 17
Pobremente diferenciado 31
Adenocarcinoma
Bien diferenciado 0
Moderadamente diferenciado 0
Pobremente diferenciado 2
Adenoescamoso
Bien diferenciado 0
Moderadamente diferenciado 0
Pobremente diferenciado 2
Tratamiento
Radiacion 10
QT Neoadyuvante c/PVB 7
QT Neoadyuvante ¢/CG 37
Positivos por Inmunohistoquimica
CgA 0
NSE 0
SYN 5 (9%)

QT,quimioterapia; PVB, platino, vincristina, bleomicina;CG, cisplatino, gemcitabina,
CgA, cromogranina A; NSE, enolasa neurona especifica; SYN, synatofisina.

La media de edad fue de 32.6 afios (rango 28-57 afios) y la mayoria (93%) fueron
carcinoma epidermoide o escamoso. Como mencionamos previamente 17 pacientes



fueron tratadas en un estudio que consistié en Radioterapia estdndar vs Quimioterapia
con el esquema PVB. Los resultados de este estudio ya fueron publicados™.

Las 37 pacientes restantes fueron tratadas en el estudio previamente mencionado de
Quimioterapia Neoadyuvante que consistio en 3 ciclos de Cisplatino a las dosis
previamente comentadas y gemcitabina seguido de Histerectomia Radical o
Quimiorradioterapia concomitante. Los resultados de este estudio también han sido
publicados.™

El analisis de Inmunohistoquimica no revelo casos positivos para CgA o NSE. Los
reactivos fueron positivos en 5 de 54 pacientes (9%) como granulos multifocales
cistoplasmaticos que fueron de moderada intensidad comparado con un control positivo
(pancreas). El porcentaje de positivos para estas células fue en un rango desde el 5% A
20%.

Ninguno de los casos negativos demostraron estos rasgos. Ver la figura 1.

Fig 1

Tumor con granulos citoplasmaticos positivos para SYN.

Del reporte de los expedientes de las pacientes estudiadas tuvimos 50 pacientes con
cancer de cérvix de células escamosas o epidermoide de las cuales 2 fue bien
diferenciado, 17 moderadamente diferenciado y 31 poco diferenciado como se observa
en la tabla 2. Dos pacientes presentaron adenocarcinoma y otras dos adenoescamoso.
De estas pacientes (54) unicamente 5( 9 %), pacientes presentaron marcadores
neuroendocrino, y de éstas 1/2 corresponde a cancer de cérvix epidermoide bien




diferenciado, 2/31 a cancer epidermoide de cérvix no diferenciado y a 1/2 a
adenocarcinoma poco diferenciado ( vease la tabla 2).

Tabla 2
Expresion de sinaptofisina positiva por Inmunohistoquimica, en pacientes con cancer
de cérvix de células no pequefias, de acuerdo a la histologia.

Histologia Numero SYN positivo SYN negativo
Escamoso 50 4 46
Bien diferenciado 2 1 1

Moderadamente diferenciado 17 1 16
Poco diferenciado 31 2 29
Adenocarcinoma 2 1 1
Bien diferenciado 0 0 0
Moderadamente diferenciado 0 0 0
Poco diferenciado 0 1 1
Adenoescamoso
Bien diferenciado 0 0 2
Moderamente diferenciado 0 0 0
Pobremente diferenciado 2 0 2

SYN sinaptofisina

El seguimiento de los casos fue posible, con una mediana de seguimiento de 26 meses
y (rango de 7- 40 meses). Veintiuno (39%) presentaron recaida y 16(29%) murieron.
Las 5 pacientes con SYN positivos recayeron antes de los 6 meses después de completar
el tratamiento. Tres de ellas tuvieron recurrencia pélvica y sistémica, una tuvo
recurrencia pélvica y una solamente falla sistémica. Cuatro de éstas pacientes con SYN
positivos al momento del andlisis se encuentran muertas con enfermedad.

Analizando los casos de las pacientes con cancer de cérvix con marcadores
neuroendocrinos positivos como se encuentran en el cuadro 3, tenemos:

Paciente 1:

Femenino de 32 afios de edad con adenocarcinoma poco diferenciado invasor en
estadio clinico IIb, recibio tres ciclos de quimioterapia neoayuvante a base cisplatino y
gemcitabina como se describio previamente y fue llevada a cirugia radical
(Histerectomia Radical tipo III mas linfadenectomia pélvica bilateral), el reporte
histopatoldgico después del evento quirurgico fue tumor residual de 3 x 3 cms con
ganglios negativos y borde quirargico negativo, presentd progresion a los 5 meses de
seguimiento a nivel local, ganglios inguinales, peritoneo, pulmoén, recibié quimioterapia
paliativa a base cisplatino a 100mg/m2/S.C. y 5 FU a dosis de 800 mg /m2 /S.C., fallece
un mes después.

Paciente 2:
De 53 afios de edad, con cancer epidermoide de cérvix de células grandes no
queratinizante poco diferenciado invasor en estadio clinico IIB, (ver el cuadro 3),



recibid quimioterapia neoayuvante a base de cisplatino y gemcitabina, y se realizd
cirugia radical después de tres ciclos con reporte histopatologico de tumor residual de 3
x 3 cms, con ganglios negativos y bordes quirdrgco negativo, sin tratamiento
adyuvante, presenta progresion tres meses después de concluir su tratamiento a nivel
local y en ganglios inguinales, motivo por lo cual recibié quimioterapia y radioterapia
concomitante a pelvis e ingles con respuesta clinica completa, sin embargo a los 4
meses de concluir el tratamiento presenta nuevamente progresion local e inicia
quimioterapia paliativa sin embargo fallece un mes después.

Paciente 3:

Femenino de 55 afios con diagnostico de cancer epidermoide de células grandes no
queratinizante poco diferenciado en estadio clinico Ib2, recibio tratamiento neoayuvante
a base de cisplatino, vincristina y bleomicina a las dosis previamente mencionadas, con
persistencia de la enfermedad motivo por lo cual no fue operada y recibio
quimioradioterapia concomitante con cisplatino semanal a dosis de 40 mg/m2/S.C., y
radioterapia extgerna 50Gys seguido de Braquiterapia dosis convencional, tres meses
después de concluir su tratamiento, presenta progresion de la enfermedad en el primario,
a ganglios inguinales, pulmoén y sistema nervioso central, motivo por lo cual recibidé un
ciclo de quimioterapia paliativa a base de carboplatino a 6 ABC y taxol a 175/m2/S.C.
sin respuesta, fallece un mes después.

Paciente 4:

Femenino de 37 afios de edad con diagndstico de cancer epidermoide de células grandes
no queratinizante bien diferenciado de cérvix en estadio clinico IB2, recibio
quimioterapia neoayuvante a base de PVB a dosis previamente mencionada, se realizo
cirugia radical con reporte histopatoldgico de tumor residual de 15x 12 mm con bordes
y ganglios negativos, presenta progresion de la enfermedad 4 meses después de concluir
su tratamiento, motivo por lo cual recibié6 QTRT concomitante a dosis de cisplatino 40
mg/m2/s.c. y radioterapia externa a pelvis 50 Gys mas braquiterapia a dosis
convencional a 26 meses de seguimiento se encuentra viva sin enfermedad.

Paciente 5:

Femenino de 50 afios de edad con diagnostico de cancer cervicouterino epidermoide de
células grandes moderadamente diferenciado, en estadio clinico IB2, recibid
quimioterapia neoadyuvante a base de cisplatino, vincristina y bleomicina (PVB), con
respuesta parcial, se relizo cirugia radical con reporte histopatoldgico de tumor residual
de 3 x 2 cms con 20/23 ganglios positivos y bordes negativos, recibio tratamiento
adyuvante a base de quimioradioterapia concomitante con cisplatino semanal a dosis de
50 mg/m2/S.C. y radioterapia externa 50 G y mas braquiterapia convencional. Tres
meses después de concluir su tratamiento presenta progresion de la enfermedad a
ganglios paraorticos y

supraclavicular, motivo por lo cual recibié quimioterapia paliativa sin repuesta y fallece
tres meses después.



Tabla 3

Paciente | Edad | E.C. | Tx Resp | Recaida | SLVE(m) | SV(m) | EA

1 32 IIB | QtN-S RC | Pelv/ Sist | 5 10 Muerta
2 53 IIB | QtN-S RC | Pelv/Sist | 4 6 Muerta
3 55 IB2 | Qt N-CT/RT | RC | Pelv/ Sist | 3 9 Muerta
4 37 IB2 | QtN-S RC | Pelv 5 34 Viva

5 34 IB2 | QtN-S RC | Sist 3 8 Muerta

EC, Estadio Clinico; Tx, tratamiento; Resp, Respuesta; SLVE, Supervivencia libre de
enfermedad; m, meses; SV, sobrevida global;, EA, Estado actual,CT/RT,
quimiorradioterapia concomitante;Qt N, Quimioterapia neoadyuvante; S, cirugia; RC,
respuesta completa; Pelv, pelvica; Sist, sistémica.

Expresion de los marcadores Neuroendocrinos en las lineas celulares

También obtuvimos informacién de lineas celulares de los marcadores neuroendocrinos,
en varias lineas celulares de carcinoma cervical, la inmunohistoquimica fue realizada en
8 lineas celulares. Solamente la linea celular C33A (cancer cervical indiferenciado)
fueron positivos para SYN. Mientras que en las lineas celulares para carcinoma
escamoso CasKi fue positivo para CgA para investigar si el uso de un método mas
sensible aumentaria la deteccion de los marcadores neuroendocrinos, se realiamos la
reaccion de polimerasa de transcriptasa reversa ( RT-PCR) SYN en las lineas celulares.
Como se muestra en la Figura 2, solamente las linea celular C33A fue positiva,
confirmando los resultados de Inmunohistoquimica e indicando que el resto de las
lineas celulares carecieron de synaptofisina asi como de los niveles de RNA.



Tabla 4

En las lineas celulares encontramos que Unicamente en dos lineas celulares fueron
positivas para diferenciacion neuroendocrinas y comprende la linea celular de CasKi
positivo para cromogranina y C33A para sinaptofisica. El resto de las lineas celulares
fue negativo para los marcadores neuroendocrinos y por lo tanto para diferenciacion
neuroendocrina

INMUNOHISTOQUIMICA EN LINEAS CELULARES

LINEA NSE CgA SYN

C33A - - +
ViBo - - -
CasKi - + -
SiHa - - -
ViPa - - -
HeLa - - -
INBL - - -
CalLo - - -
NSE enolasa neurona especifica

CgA cromogranina A
SYN sinaptofisina




RT-PCR DE SINAPTOFISINA EN LINEAS CELULARES

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300pb

1. Marcador de 1kb 6. Células SiHa
2. Control negativo 7. Células ViPa
3. Células C33A 8. Células HeLLa
4. Células ViBo 9. Células INBL

5. Células Caski 10. Células Cal.o



DISCUSION

Dado que en los carcinomas neuroendocrinos del cérvix, son parecidos a los carcinomas
neuroendocrinos de otros sitios, tales como pulmon, prostata, colén y otros, en los
cuales se ha observado metastasis tempranas, datos de mal pronoéstico y alta mortalidad,
nosotros decidimos investigar si en este subtipo de cancer cervico-uterino que es el mas
frecuente, que expresa marcadores neuroendocrinos comunmente observado en cancer
de células pequefias, y explorar si esta expresion puede identificar tumores de mal
pronostico. Nuestros resultados encontraron que el 9% de los canceres de células no
pequefias expresan SYN y que estos tumores fueron mas agresivos que otros tumores
similares que tuvieron SYN negativo.

La hipoétesis que el cancer de células pequefas neuroendocrino puede originarse en
células neuroendocrinas en el cérvix normal (54) o de una célula madre indiferenciada
que adquiere un fenotipo neuroendocrino (55).

Este hecho puede explicar la frecuencia coexistente de cancer in situ o carcinomas
invasivos y/o caracteristicas glandulares, en algunos carcinomas de células
neuroendocrinas de células pequefias (56-57), aunque estos tipos de diferenciacion no
alteran el pronostico. Por otro lado, la significancia de las células neuroendocrinas en
carcinoma de células escamosas o de células glandulares es desconocido.

En este trabajo nosotros evaluamos los tejidos de cancer de células no pequefias
(epidermoide 6 adenoescamoso) la presencia de tres marcadores neuroendocrinos en
cancer de cérvix: Cg A, SIN, y NSE, y los primeros dos fueron los mas frecuentes en
estos tejidos.  Gersell et al (33), reportaron que la NSE y Cg A en 11 de 13 casos y
SYN en 10 casos. Van Nagell et al (58), detectaron NSE y Cg A en 5y 3 de 15 casos
pero no evaluaron en los tejidos SYN. En otro estudio de 26 carcinomas de células
pequenas, los marcadores neuroendocrinos fueron detectados en 19 casos (79%): NSE
fue reportada en todos los casos19, aunque SYN estuvo presente en 7 y CgA en 5 casos
(29). Ueda et al (59), también reporta NSE positivo en 90% y CgA positivo en 70% de
los casos de su estudio de carcinomas de células pequefias de pulmén. En contraste a
estos estudios, nosotros encontramos la expresion de SYN. Nosotros no tenemos una
explicacion satisfactoria para nuestros hallazgos. Sin embargo, estas diferencias
podrian ser los resultados de diferentes anticuerpos utilizados (monoclonal o
policlonal), asi como el epitope reconocido por cada uno de estos anticuerpos.
También es posible que la inmunohistoquimica realizada tenga una deteccion limitada y
tal vez sea necesario utilizar pruebas mas sensibles, tales como RT PCR.  Por otro lado
Abbona y Colbs. (57), detectaron en sus estudios Cg A en el RNA mensajero en 50%
de los carcinomas de células no pequefias de los cuales solamente el 5% fueron
positivos por inmunohistoquimica. = Para nuestro conocimiento este es el primer
estudios que evalua tres marcadores neuroendocrinos en una poblacién no seleccionada
de pacientes con cancer cervical que abarcan los tres tipos mas comunes de cancer
cervical ( epidermoide, adenocarcinoma, adenonoescamoso), ademas de su grado
histologico. ~ Son pocos los estudios similares a este, los que se han reportado
previamente en la literatura, generalmente reportan tumores mas pequefios y
pobremente diferenciados. Barret et al (39), analizo 19 casos por inmunohistoquimica
de canceres escamosos pobremente diferenciados, adenoescamosos, y
adenocarcionmas, y encontrdé solamente un casos positivo para NSE, aunque tres
tumores adicionales fueron positivos con tincidn de granulos neurosecretorios o



examinacion ultraestructural. En otro estudio pequefio de 7 casos (3 adenocarcinomas
pobremente diferenciados y 4 adenocarcinoma escamoso), solamente 2 reaccionaron a
NSE (60). En un estudio mas grande de 67 casos (32 adenocarcinoma, 18
adenoescamoso,l7 carcinoma epidermoide), fueron positivos para CgA por
inmunohistoquimica 14 (20.9%) y hubo a tendencia para una asociacion entre positivos
y diferenciacion intestinal (40).

Debido a que existe informacion muy limitada sobre la frecuencia de éstos marcadores
neuroendocrinos en cancer de cérvix de células no pequefias (adenocarcinoma,
epidermoide y adenoescamosos), y de valor pronéstico indefinido, es necesario
investigar mas al respecto. En los dos estudios previamente citados (39,40), existe una
tendencia de desenlace de pobre prondstico en tumores con marcadores CgA positivos
por inmunohistoquimica. Cinco de 7 casos en el estudio de Barret et al, murieron en
los primeros 24 meses de seguimiento (39), mientras que Savargaonkar et al (40),
encontrd que 6 de 14 pacientes con tumores CgA positivos murieron por enfermedad.
Interesantemente en nuestro reporte las cinco casos positivos recayeron en los primeros
6 meses después del tratamiento y solamente una paciente se encuentra viva sin
enfermedad.  Estos resultados sugieren que las caracteristicas neuroendocrinas,
evaluados tanto por inmunohistoquimica para la expresion de SYN, confiere pobre
prondstico ya que en la mayoria de las pacientes se presentd mestastasis a distancia
tempranamente independientemente de la respuesta inicial a la quimioterapia.
Deberiamos sefialar que la expresion neuroendocrina por si misma no es diagndstica de
carcinoma neuroendocrino, y que los canceres escamosos, adenoescamosos, O
adenocarcinomas pueden expresar uno 6 mas de estos marcadores neuroendocrinos.
Ademas estos tumores, tienen granulos de argyrofila difuso definidos como marcadores
neuroendocrinos, y tienen caracteristicas histoldgicas bien definidas tales como
organoides, trabeculas, patron de cordones, células grandes con abundantes citoplasmas,
nucleo vesicular y nucleolos prominentes (61).

El mecanismo por el cual la presencia de marcadores neuroendocrinos afecta el
prondstico de las pacientes estudiadas, aiin no se conoce. Datos importantes de otros
tumores sugieren que el valor prondstico es dependiente del tipo de tumor especifico.
En cancer de células no pequefias por ejemplo, tres estudios (61-62) han demostrado
diferenciacion neuroendocrina se ha visto asociada con mejor prondstico, aunque en
otros estudios (63-64), los marcadores muestran una asociacién con peor prondstico.

La expresion de estos marcadores neuroendocrinos fue analizada en varias lineas
celulares.

Los resultados demuestran que los hallazgos son similares a los observados a lo
encontrado en las muestras, 10% de expresion en la lineas celulares.

Abona et al (57), demostrd que algunos tumores que fueron negativos para CgA por
inmunohistoquimica fueron positivos con RT-PCR. Porque la SYN, fue el unico
marcador detectado en estos tumores, fue escogido para el analisis de RNA en las
lineas celulares, pero en ninguna otra linea celular mas que C33A expreso el gen SYN,
sugiriendo que no hay ventaja en utilizar la técnica de RT-PCR en estos tumores.



CONCLUSIONES:

En conclusion, en este estudio retrospectivo con un analisis limitado por el namero de
pacientes, se demuestra que sélo un pequefio nimero de pacientes con cancer de cérvix
de células no pequefias y en lineas celulares de cancer de cérvix tienen los marcadores
neuroendocrinos del tipo de SYN positivo, y que parece tener asociacion con un mal
pronosticos en las pacientes que expresan este marcador. Sin embargo, el andlisis de
este estudio es limitado, dado el numero de pacientes, retrospectivo, entre otros, y se
requieren mas estudios para evaluar los marcadores neuroendocrinos en los tipos
histoldgicos mas frecuentes del cancer de cérvix.
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