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Introduccion

1.1. CARCINOMA DE ENDOMETRIO

El carcinoma de endometrio es un tumor epitelial maligno, originado en el
epitelio endometrial. La mayoria de los carcinomas son endometrioides,
existiendo en menor proporcion otras variedades.

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma de endometrio es el tumor infiltrante mas frecuente del aparato
genital femenino, y uno de los canceres mas frecuentes en la mujer, siendo

superado en frecuencia sdlo por el carcinoma de mama, intestino y pulmon (243).

La incidencia del cancer uterino es de uno a dos casos, por 1000 mujeres
postmenoausicas al afio, en la poblacion general (243).

En EE.UU. seregistraron 34.000 casos nuevos de carcinoma de endometrio
durante 1996 produciendo una mortalidad de 6.000 muertes en este afio (211).

En nuestro medio, segin un estudio realizado sobre la poblacion de
Zaragoza entre los afios 1987-1990 inclusive, se registraron 246 nuevos casos de
cancer de cuerpo uterino (249).

La frecuencia segun éreas geogréficas, es mas frecuente en América del
Nortey en Europa Occidental, siendo raro en Asiay Africa (225).

1.1.2. FACTORESDE RIESGO

Se han identificado mdltiples factores de riesgo para € desarrollo del
adenocarcinoma de endometrio, entre los que destacan los siguientes:

- EDAD: Laedad de mayor incidencia se situa entre los 55 y 65 afios
(84). En la poblacién de Zaragoza, entre los afios 1987-1990, se encontré
un aumento de la tasa de incidencia en el carcinoma endometrial
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conforme aumentaba la edad hasta los 60-64 afios, mientras que a partir

de esta edad se mantenia la incidencia (249).

Se puede considerar que el aumento de la vida media de la mujer es una
de las causas que ha contribuido al incremento de este tumor (84, 209).

ALTO NIVEL SOCIOECONOMICO: Las mujeres de elevado nivel
socioecondmico tienen mayor riesgo de carcinoma de endometrio que las
de bago nivel socioeconémico. Esto podria ser debido a una mayor
disponibilidad de estrogenos exdgenos (243, 84).

OBESIDAD: la obesidad se ha asociado a adenocarcinoma de
endometrio por la hiperestrogenia que se genera en la conversion
periférica de los precursores androgénicos (delta 4-androstendiona) en
estrégenos (estrona) mediante su  aromatizacion. Conversion que
aumenta en la grasa corpora en las mujeres posmenopausicas. Cuanto
mayor es el peso, més alta sera la sintesis de estrogenos. En las mujeres
premenopausicas, €l hiperestrogenismo esta favorecido por un déficit
relativo de progesterona que se produce en €l ciclo ovarico de las obesas
(150, 243, 23, 84).

DEPENDENCIA HORMONAL: El estimulo estrogénico prolongado y
mantenido, sin ser equilibrado por una secrecion adecuada de
progesterona, constituye un factor etioldgico importante en la génesis del
adenocarcinoma de endometrio. Asi la hiperplasia endometrial, que es
consecuencia de un nivel de estimulacidn estrogénica anormalmente alto
y prolongado, tiene una especial relacion con el carcinoma endometrial,

sobre todo la hiperplasia compleja 0 adenomatosay la hiperplasia atipica.

Circunstancias donde se ha encontrado asociacion con el

hiperestrogenismo:

eMenopausia tardia y menarquia temprana, son mujeres que han
estado sometidas durante méas tiempo a la influencia de los estr6genos
(23, 243, 84).
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eNuliparas, a no haber tenido embarazos también han estado expuestas
durante mayor tiempo a los estrogenos (211, 150, 62). Por consiguiente
se puede decir que e embarazo es un factor protector del
adenocarcinoma de endometrio, ya que se interrumpe la continua

estimulacién del endometrio por los estrégenos (211, 209, 84).

eMujeres con ciclos anovulatorios (23). Tienen largos periodos de

accion estrogénica sobre el endometrio.

eMujeres con sindrome de Stein Leventhal: La patologia que suele
producir es una hiperplasia de endometrio, que cura con tratamiento
médico, aunque se han descrito casos de carcinoma de endometrio que

suelen ser bien diferenciados (84, 62).

eAdenomiosis, que suelen coincidir con niveles altos de estrogenos (84).
eMiomas, también se acompafian de niveles altos de estrogenos (84)
eTumores secretores, producen normalmente estrogenos (84, 62).

eTratamiento con tamoxifen. Recientemente, varios autores (2, 67, 112,
218, 113) han sugerido que mujeres que padecen carcinoma de mama y
son tratadas largo tiempo con tamoxifen, tienen un mayor riesgo para
padecer un carcinoma de endometrio, ademas hay estudios en los que se
relaciona con tumores poco diferenciados y un peor pronéstico.

eTratamiento con estrogenos exégenos. Debemos recordar que el
tratamiento con estrégenos exdgenos administrados durante los afios
1960-1970, fueron un factor dentro de la patogenia del carcinoma de
endometrio. En la actualidad, gracias a la prescripcion de tratamientos
combinados de estrogenos y progesterona, la incidencia del carcinoma
endometrial ha disminuido. Sin embargo, segin Rose 1996 (211), €l
carcinoma de endometrio alln aparece en mujeres sometidas a
tratamientos sustitutorios en los que se administra progesterona durante
menos de 12 dias, que es o recomendado.
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Tenemos que sefidlar, que existe un grupo de pacientes con cancer de

endometrio que no muestra Signos de hiperestrogenismo.

- TABACO: No eda clara la accion del tabaco sobre el cancer de
endometrio. Hay autores, como Lesko o Burke que tras diversos estudios
estimaron que las fumadoras postmenopausicas habituales presentaban
un riesgo disminuido de desarrollar cancer de endometrio (243). Sin
embargo Daniells, a igual que otros autores, publicd un estudio en 1993
en el que sugeria que las mujeres fumadoras con cancer de endometrio se
encontraban en un estadio mas avanzado (44).

- OTROS FACTORES que debemos tener en cuenta en el
adenocarcinoma de endometrio son: diabetes, hipertension, historia
familiar, dietarica en grasas, etc.

1.1.3. CLIiNICA

La manifestacion inicial del carcinoma de endometrio es con gran
frecuencia una hemorragia uterina. En las mujeres postmenopdusicas, las
hemorragias se presentan como pérdidas irregulares. Cuando la mujer es
premenopausica, habitualmente la pérdida de sangre es intermenstrual, hay
ocasiones menos frecuentes en que aparecen como reglas abundantes y
prolongadas (menorragias) (84).

Después de las hemorragias, €l sintoma mas frecuente es la leucorrea

mezclada con sangre y a veces de aspecto purulento (150).

Otros sintomas menos frecuentes son: dolor, pérdida de peso, anemia, €tc.
(150, 84).

Hay ocasiones en que los adenocarcinomas de endometrio son

asintométicos.
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1.1.4. DIAGNOSTICO

Como vya hemos comentado anteriormente, ante toda mujer
postmenopausica con hemorragias uterinas y en mujeres premenopausicas con
hemorragias intermenstruaes, debemos pensar en un carcinoma de endometrio,
pero debemos descartar previamente otros procesos que pueden producir
hemorragias, como pdlipos endometriales, hiperplasia de endometrio,
metrorragias funcionales, etc.

Para el diagnostico utilizaremos diferentes pruebas:

1.1.4.1. Exploracién ginecolégica

La exploracion bimanual vagino-abdominal suele detectar un Utero
agrandado de volumen, aungue no debemos olvidarnos de que el tamafio del Utero
puede ser normal e incluso puede estar disminuido (84, 150).

1.1.4.2. Exploraciones complementarias

Las exploraciones complementarias més frecuentemente utilizadas son las

siguientes:

- Citologia cérvico-vaginal: Es la técnica empleada para el despistaje de
cancer de cérvix. Pero desafortunadamente en el caso del
adenocarcinoma de endometrio solo un 30% de los casos nos dan un
frotis de Papanicolau con células compatibles con el carcinoma (150).

- Citologia endometrial: La sensibilidad para el diagndstico del
adenocarcinoma de endometrio oscila entre el 80 y 90%, llegando a una
especificidad del 95%. La citologia endometrial es dificil de interpretar,
por lo que requiere citélogos muy expertos (150).

- Biopsia de endometrio: Es la técnica que nos da el diagnostico de

certeza. Para obtener material endometrial podemos utilizar varios



Introduccion

métodos. Microlegrado, biopsia dirigida por histeroscopia y legrado

fraccionado (endocérvix y endometrio) (150, 84).

Para hacer un legrado uterino fraccionado, debemos hacer primero un
legrado uterino cuidadoso de todo e endoceérvix, depositdndolo en un
frasco con liquido fijador. A continuacion, dilatamos el cuello uterino y
legramos toda la cavidad corporal, y se depositaal material del cuerpo en
otro frasco separado del material del cuello uterino.

En ocasiones durante la realizacion de un legrado surgen complicaciones
como por gemplo la perforacion del Utero. Cuando esto ocurre nos

orienta hacia un posible carcinoma de endometrio (84).

El legrado fraccionado es el método més eficaz para el diagnostico de
certeza del carcinoma de endometrio, sin embargo la informacién que
aporta en cuanto a la clasificacion quirdrgica y a pronéstico es
insuficiente. Por esta razén algunos autores como Lanzon consideran la
histeroscopia de gran importancia en la exploracion rutinaria de las
metrorragias (150).

Histeroscopia: Estatécnica tiene una especificidad casi del 88%, y unos
falsos negativos de 0'5%. La histeroscopia permite visualizar, localizar la
lesién y observar su extension hacia el endocérvix.

Tiene varias ventajas con respecto a legrado endometrial: se puede
realizar de forma ambulatoria, sin anestesia general, permite realizar la
biopsia bajo visién directa y diferencia otros procesos que producen
hemorragias uterinas como pdlipos, miomas submucosos, hemorragias
por atrofia, etc. (150).

Ecografia (ECO): La ECO endovaginal se utiliza para valorar €l grosor
de lalinea endometrial y para estudiar lesiones asociadas como miomas,

tumores de otras localizaciones, etc. (150).

Osmer (187), realiz6 un estudio en el cual no encontré adenocarcinoma
ni hiperplasia cuando el grosor del endometrio era menor de 4mm. A raiz
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de este estudio, hoy dia se debe biopsiar toda mujer postmenopausica

cuando el endometrio tenga un grosor mayor o igual a 4mm.

1.1.4.3. Diagnéstico de extension locorregional

Para valorar la extension del tumor a 6rganos vecinos se pueden utilizar

diversas técnicas:

Tomografia axial computerizada: Podemos valorar la presencia y
tamafo de los ganglios linféticos y permite valorar la extension pélvica 'y
abdominal.

- Resonancia magnética nuclear: Es Util para valorar el grado de

invasion miometrial y vaginal.

- Radiografia de torax: Se utiliza como prueba preoperatoria y ademas
descarta metastasis pulmonares.

- Marcadorestumorales: CEA y Ca 125 (150).

1.1.5. ANATOMIA PATOLOGICA

1.1.5.1. Macroscopia

Los carcinomas de endometrio normalmente se originan a partir del epitelio
endometrial del cuerpo uterino, siendo mas frecuentes en la pared posterior que en
laanterior (225).

El tamafio del Utero esta normalmente agrandado, aunque puede tener un

tamario normal e incluso estar disminuido (225, 62).

El carcinoma de endometrio puede ser circunscrito, presentando un
crecimiento exofitico, fungoso hacia la luz endometrial, o bien puede afectar
difusamente al endometrio. En este caso tiende a invadir el miometrio, pudiendo
en casos avanzados ocupar todo € miometrio, e incluso formar ndédulos

subserosos y serosos (62, 209).
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A la seccién, el tumor tiene una coloracién blanca-grisacea, aunque en

ocasiones muestra areas marron rojizas (hemorragias) o amarillentas (necroticas).

El tumor puede infiltrar por contiglidad el cérvix, y una vez ha roto la
serosa infiltra estructuras peritoneales por continuidad directa, ademéas puede
producir metéstasis ganglionares y alcanzar por via hematégena pulmon, hueso y
otros érganos (209, 225).

1.1.5.2. Microscopia

Seguin Robbins (209) y Pardo-Mindan (192), la mayoria de los carcinomas
de cuerpo uterino (aproximadamente e 85%) son adenocarcinomas
endometrioides. Para otros autores como Farifia (62) y Ackerman (210) los

adenocarcinomas de endometriales suponen un 80%.

En estudios realizados sobre el carcinoma de endometrio en la poblacion de
Zaragoza, € 81'7% de los casos también fueron de tipo adenocarcinoma
endometrioide (249).

Los carcinomas endometriales se caracterizan por un patrbn mas o menos
definido, formado por células epiteliales cilindricas, estratificadas y malignas
(209).

Las gldndulas endometriales son muy numerosas, con escasa cantidad de
tgjido conjuntivo interglandular como podemos ver en la figura 1b. La morfologia
de las glandulas es muy diversa. En ocasiones mantienen una morfologia similar
al endometrio normal, aunque su nimero esta muy aumentado. En otros casos las
glandulas tienen una forma muy irregular, con dilataciones, ramificaciones y

deformidades que les da un aspecto polimorfo (Figura 2).

Las glandulas estan revestidas por un epitelio que muestra grados diversos
de desviacion de las células cilindricas del epitelio normal. El epitelio esta
formado por células poliédricas u ovoideas con nicleos situados en distintos
niveles, aunque normalmente se disponen formando varias hileras celulares. Se
observa en mayor o menor proporcion, desdiferenciacion y anaplasia celular. Los
nucleos pueden tener diferente morfologia, tamafio distinto, aclaramiento nuclear
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con acumulo de cromatina a lo largo de la membrana nuclear, pueden ser
hipercrométicos y mostrar mitosis normales y anormales. La atipiay el nimero de
mitosis estan directamente relacionados con el grado malignidad. Los citoplasmas
pueden ser de escaso volumen, estando aumentada la relacion nicleo-citoplasma,
dando laimpresion de estar los nlcleos muy préximos entre si (225).

Segun la diferenciacion histopatoldgica podemos diferenciar tres grados:
Grado 1, aguel que tiene 5% o menos de patron solido y el resto de patrén tubular,
(tanto en la figura 3 como en la 4 podemos apreciar dos ey emplos de carcinoma
endometrial grado G1). Grado 2, aquel que tiene entre 6-50% de patron solido que
no sea escamoso ni morular (Figura5y 6). Grado 3, € que tiene mas del 50% de
patrén solido que no sea ni escamoso ni glandular (Figura 8).

El estroma suele ser escaso, puede ser mas 0 menos celular y con mayor o
menor cantidad de fibras de coladgena. A veces también se pueden encontrar

leucocitos y células redondas (84).

El tejido benigno adyacente a cancer de endometrio puede ser atrofico

(como muestra la figura 1), proliferativo o hiperpléasico.

El examen del tejido que rodea a carcinoma de endometrio es importante

porque la presencia de hiperplasia se asocia a un mejor pronostico (7, 49).

A veces el diagnéstico diferencial entre una hiperplasia de endometrio y un
adenocarcinoma bien diferenciado, resulta dificil. Para su estudio nos basamos en
la presencia de invasién estromal y se reconoce por: reaccion desmoplasica o
fibroblastica del estroma, arquitectura glandular confluente o en criba,
arquitectura papilar (192).

Formas de carcinoma endometrioide:

- Adenoacantoma: Es un carcinoma de endometrio que contiene focos de
diferenciacion escamosa (metaplasia). Las células se agrupan en morula
sin atipia citolégica importante (192).
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Carcinoma adenoescamoso: Es un carcinoma de endometrio con focos

de metaplasia, pero el componente escamoso es atipico e invasivo (192).

Otrostipos de carcinomas de cuer po uterino:

Carcinoma seroso papilar: Es el més frecuente de los subtipos de
carcinoma de endometrio. Segin algunos estudios, entre un 5-10%
corresponden a este tipo de carcinoma. Un gjemplo de esta variedad
podemos observarlo en lafigura 9. (225).

Se caracteriza por una compleja forma de crecimiento, es un modelo
papilar con un alto grado de atipia en la citologia, con pleomorfismo,
hipercromasia, nucleolos gigantes, numerosas mitosis, extensa necrosis,
cuerpos de psamoma (30% de los casos) y una importante invasion
miometrial (210, 225).

El carcinoma seroso ademas de por su frecuencia es importante por su
ata agresividad, con gran tendencia a invadir el miometrio y una rapida
diseminacion mas alla del Utero, tanto por via linfética como hematdgena
(225).

La supervivencia de este tipo de tumor se correlaciona con: a) lainvasion
vascular linfética, b) la diseminacién peritoneal, c) el contenido nuclear
de ADN (ploidia), d) la expresion de P53.

El carcinoma seroso se diferencia del carcinoma endometrioide por la
demostraciéon de aneuploidia, amplificacion del proto-oncogén c-myc, y
bioquimicamente por la ausencia de receptores de estrogenos y
progesterona (225).

Adenocarcinoma de células claras. Este tipo de adenocarcinomas de
endometrio supone aproximadamente el 4% de los carcinomas y al igual
gue otros carcinomas de endometrio suele ocurrir en mujeres

postmenopausicas (225).
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Es una variante de tumor milleriano (derivado de restos de los tubos de

Mdller, apartir de los cuales se forma el Gtero) (62, 210).

Microscopicamente, este tipo de tumor se caracteriza por la presencia de
células tumorales largas con citoplasmas claros en técnicas de
hematoxilina-eosing, y otras técnicas como Schif o carmin de Best. Los
examenes ultraestructurales demuestran también el aspecto claro del
citoplasma, que es el resultado de un masivo acimulo de glucdgeno (225,
62).

También encontramos en estos tumores otras células denominadas
células en tachuela (al estar los nicleos localizados en el polo apical de la
célula protuyen como clavos hacia la luz glandular) (225, 210, 62). Estas
células pueden ser mas numerosas que las células claras que dan nombre
a este tumor. Otros rasgos a sefidlar son hialinizacion del estroma y

mucina extracelular.

Este tipo tumoral se ha asociado a un alto grado de malignidad y a un
peor pronogtico (225, 62).

No se han relacionado con € dietilestilbestrol, a diferencia de otros

tumores de células claras como el de cérvix y vagina (210, 62).

Estos tumores pueden ser dificiles de diferenciar del carcinoma seroso,
incluso puede haber lesiones en las que ambos tumores coexistan (225,
62).

Adenocarcinoma mucinoso: Es un carcinoma endometrial infrecuente,
algunas series hablan de 1% de los tumores endometriales malignos, sin
embargo no es tan extrafio encontrar &reas de esta diferenciacion
mucosecretora en los carcinomas endometrioides (62). Una muestra de
este tumor podemos observarla en lafigura 10.

Histologicamente se pueden observar células cilindricas altas de aspecto
mucosecretor, con nicleos de situacion basal y poca tendencia a la
pseudoestratificacion, ademas suelen estar bien diferenciados (62).
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El citoplasmaes claro y se tifie intensamente con el método P.A.S. (&cido

per-iodico Schiff) y el mucicarmin de color rojo (225, 62).

La secrecion acumulada en la luz de la glandula puede distenderlay darle
un aspecto quistico. A veces la glandula puede romperse 0 necrosarse por
la compresion de la secrecion (62).

El prondstico de dichos carcinomas suele ser bueno, a igual de otros
carcinomas de bajo grado (62, 225).

Este adenocarcinoma se asemeja a los carcinomas endometriales tipicos
(210), ademés presenta una imagen muy similar a los adenocarcinomas
mucosecretores de otras localizaciones, por lo que hay que hacer
diagnéstico diferencial sobre todo con el adenocarcinoma mucosecretor
de cérvix y el de ovario (210, 225, 62, 212).

- Existen otros carcinomas de endometrio como el carcinoma mixto, el

carcinoma indiferenciado (de células pequefias y de células gigantes), etc.

1.1.5.3. Clasificaciones del carcinoma de endometrio

Se han hecho gran nimero de clasificaciones de este tumor. Vamos a citar

aguellas que consideramos mas importantes:
A) Segun € grado de diferenciacion histologica (209):

- Grado 1. Bien diferenciado con un patron glandular facilmente

reconocible.

- Grado 2: Moderadamente diferenciado, con glandulas bien formadas
mezcladas con nidos solidos de células malignas.

- Grado 3: Mal diferenciado, constituido por nidos de células glandulares
apenas reconocibles y un elevado grado de atipia nuclear y de actividad

mitética.
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B) Segun Broders (84):

- Grupo I: Incluye los carcinomas muy diferenciados con glandulas muy
semejantes en morfologia a las del endometrio normal, pero muy
numerosas y revestidas de un epitelio dispuesto en una sola hilera que
recuerda al endometrio normal. Segun Broders, se incluyen un 75-100%

de células diferenciadas.

- Grupo II: Engloba los carcinomas con 50.75% de las células

diferenciadasy el resto serian células indiferenciadas.

- Grupo I11: Contiene carcinomas bastante indiferenciados con un 25-50%

de células diferenciadas.

- Grupo IV: Tumores muy indiferenciados, que solo contienen entre O-

25% de células diferenciadas.
C) Segun los nivelesde invasion del miometrio

Se distinguen los siguientes grados de invasion muscular o miometrial (My)
(62):

- My 0: No hay invasion.
- My 1: Lainvasion no sobrepasa 1/3 interno del grosor miometrial.
- My 2: Lainvasion alcanza 2/3 del grosor miometrial.

- My 3: Lainvasion alcanza todo €l grosor del miometrio, pero respeta la

serosa.
- My 4: Invasién de la serosa

- My -: Sintumor residual.
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D) Clasficacion de la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia):

D.1. ESTADIFICACION CLINICA DE LA FIGO (243):

- Estadio 0: Carcinoma in situ. Hallazgos histolégicos de cancer (Los
casos de estadio O no deben ser incluidos en las estadisticas de

enfermedades invasoras).

- Estadio I: Carcinoma limitado a cuerpo uterino, incluyendo el istmo.
ela: Lalongitud de la cavidad uterina es de 8 cm 0 menos.
elb: Lalongitud de la cavidad uterina es mayor de 8 cm.

- Estadio Il: Carcinoma que afectaal cuerpo uterino y el cérvix pero no se
extiende fuera del Gtero.

- Estadio I11: Carcinoma que se extiende fuera del Utero pero no fuera de

la pelvis verdadera

- Estadio IV: Carcinoma que se extiende fuera de la pelvis verdadera o
gue afecta la mucosa de la vejiga o €l recto (El edema bulloso solo, no
permite considerar a una lesion en estadio 1V).

el Va: Diseminacion del crecimiento alavejigao € intestino.
| Vb: Diseminacion a 6rganos distantes.

D.2. ESTADIFICACION QUIRURGICA (International Federation of
Gynecologists and Obstetricians) (110).

- Esadiol
ela G.123: Tumor limitado al endometrio.
e|b G.123: Invasidon de menos de la mitad del miometrio.

e|lc G.123: Invasion de més de la mitad del miometrio.
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- Estadioll
ella G.123: Afectacidn Unicamente de las glandul as endocrinas.
ellb G.123: Invasion del estroma cervical.

- Egadiolll

ellla G.123: Invasion de la serosa, y/o anejos y/o citologia peritoneal

positiva.
oll1b G.123: Metadasis vaginales.
ell1c G.123: Metastasis en ganglios pélvicos y paraadrticos.
- EstadiolV
e|Va G.123: Invasion tumoral de la mucosa vesical y/o intestinal.

el Vb G.123:. Metéstasis a distancia, incluyendo los ganglios linfaticos

intraabdominales o inguinales.

Tanto en la clasificacion clinica como en la quirdrgica debemos aplicar

ademas otros parametros.
a) Debemos establecer la subclasificacion histoldgica del adenocarcinoma:
eGrado 1 (G.1): Carcinoma adenomatoso bien diferenciado.

eGrado 2 (G.2): Carcinoma adenomatoso diferenciado con areas

parcialmente solidas.

eGrado 3 (G.3): Carcinoma predominantemente solido o completamente

solido o indiferenciado.
b) Notas sobre el grado de malignidad:

eCuando la atipia nuclear es notable e inapropiada para el grado de

arquitectura, aumentaria en un grado los tumores de grado 1 o grado 2.
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eEn adenocarcinoma seroso, adenocarcinoma de células claras, vy

carcinoma de células escamosas el grado nuclear tiene preferencia

eL0s adenocarcinomas con diferenciacion escamosa se gradian segun el

grado nuclear del componente glandular.

1.2. CONCEPTOS GENERALES DE INMUNOLOGIA

Nuestro organismo constantemente estd defendiendo su integridad
biolégica. Esta defensa es posible gracias a su sistema inmunoldgico, encargado
de la deteccidn y destruccién de elementos extrafios procedentes del exterior como
virus, bacterias o elementos internos como células tumorales, que al diferir de los
elementos normales son reconocidas como células extrafias (100). El sistema
inmune esta a su vez dividido en dos subsistemas. la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa. La inmunidad innata o inespecifica se encarga de la
defensainicial frente alas infecciones (100, 247, 75).

Cuando € sistema de defensa innato es insuficiente, se pone en marcha el
sistema inmunitario adaptativo, y aparece una respuesta especifica para cada
agente infeccioso. Otra ventgja de este sistema de defensa inmunitario con
respecto a innato, es que posee capacidad de memoria, por lo que reconocerd en
el futuro a agente infeccioso e impedira que ocasione enfermedad. La inmunidad
adaptativa puede estar mediada por anticuerpos (Ac) en cuyo caso se denomina
inmunidad humoral (Linfocitos B), o por células cuyo nombre es inmunidad
celular (Linfocitos T).

Los linfocitos B ejercen su accion a través de los anticuerpos

(inmunoglobulinas) que estos segregan.

Los linfocitos T actian directamente o a través de sustancias liberadas por
los mismos linfocitos.
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1.2.1. CONCEPTO DE ANTIGENO

Podemos definir antigeno (Ag), como cualquier sustancia que, introducida
€en un organismo es capaz de provocar una respuesta inmune; bien sea humoral,
celular 0 ambas a la vez. Para que dicha sustancia actle como antigeno en un
determinado organismo, debe poseer una estructura quimica distinta a los

constituyentes propios del mismo.

Los antigenos pueden ser inmundgenos o no (haptenos). Los inmundgenos
son moléculas capaces de inducir respuesta inmune. Cuanto més compleja y de
mayor peso molecular sea la estructura molecular de un antigeno, mayor sera su
capacidad inmunogénica (las proteinas son las sustancias mas inmunogénicas).
Sin embargo, los haptenos solo son capaces de interaccionar, pero no de inducir
respuesta inmune. Para €ello necesita una proteina transportadora denominada
carrier (75)

Cada anticuerpo es especifico para un antigeno determinado, y se une a una
parte especifica de este, denominada epitopo o determinante antigénico. Los
epitopos son las zonas de union a anticuerpo; o dicho de otra forma, son zonas
del antigeno donde reside la antigenicidad (247).

1.2.2. CONCEPTO DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos son moléculas formadas por las células plasmaticas, que
congtituyen el estadio de diferenciacion final de los linfocitos B del sistema
inmune adaptativo. Un organismo es capaz de elaborar millones diferentes de
anticuerpos que reaccionan con la mayor parte de los antigenos presentes en la
naturaleza (75)

Para que un antigeno se una a un linfocito B, existen unos receptores de
membrana: las inmunoglobulinas de superficie. Estos se unen a nivel del epitopo,

0 zonas de unién antigeno-anticuerpo.
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El linfocito B puede activarse por dos mecanismos. activacion del linfocito
B por Ag T dependiente (antigeno linfocito T dependiente), o activacion del
linfocito B por Ag-T independiente. En la primera, el linfocito B se activa cuando
tras la union del Ag al receptor del Linfocito B, se produce una segunda sefial
relacionada con el linfocito T helper (por medio de la liberacion de citocinas,
especialmente la Interleukina 4). En la otra € antigeno es capaz de activar al
linfocito B sin necesidad del linfocito T. Los antigenos son grandes moléculas
poliméricas con determinantes antigénicos repetidos que entrecruzan masivamente
las Inmunoglobulinas de membrana del linfocito B, activandolo.

Muchos de €ellos cuando se encuentran a concentraciones elevadas, activan
al linfocito B de forma policlonal inespecifica

Una vez que €l linfocito B esta activado, se diferencian a células secretoras
de anticuerpo que migran a médula 6sea donde completa su maduracién a célula
plasmética, asi da lugar a una clona o grupo de células que proceden de una sola
célula madre y produce el mismo tipo de anticuerpos.

1.2.3. ESTRUCTURA DE LASINMUNOGLOBULINAS

Denominamos inmunoglobulinas (Ig) a las moléculas con actividad de
anticuerpo. Por sus propiedades fisicoquimicas e inmunolégicas se dividen en 5
clases principales; 19G, IgA, IgM, IgE e IgD, y varias subclases, 4 delas1gG y 2
delasigA. (100)

La estructura bésica de todas las inmunoglobulinas, la forman cuatro
cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro. De estas, dos son de bajo
peso molecular, aproximadamente 23.000 daltons, son las cadenas ligeras o light
(L), y las otras dos son de alto peso molecular, entre 50.000 y 70.000 daltons, son
las cadenas pesadas o heavy (H).

La forma molecular de las inmunoglobulinas 1gG, IgE e IgD es un
monoémero, mientras que la IgM forma un pentdmero unido por la cadena J, y la
IgA puede estar formada por una, dos o tres unidades.
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Tanto las cadenas ligeras como las pesadas constan de dos partes bien
definidas y diferenciadas. La parte constante esta congtituida por un nimero
semejante de aminoécidos, sea cual sea la inmunoglobulina a la que pertenece. La
parte variable esta constituida por gran variabilidad de aminoécidos. La parte
congtante corresponde al extremo carboxilico, mientras que la variable al extremo
aminico. (100)

Los dos extremos de las inmunoglobulinas tienen funciones bien definidas:
el denominado Fab (fragmento de la Ig que se une al antigeno) se encarga de
reconocer los antigenos especificos y el Fc (fragmento cristalizable de las cadenas
pesadas de las 1g) es capaz de unirse a diversos elementos, como & complemento,
las células inflamatorias u otro Fc. Dentro del extremo Fab existe una zona
hipervariable, que es la que se une al antigeno y es la responsable de la
especificidad y afinidad de las inmunoglobulinas.

Ademéas de la funcién de defensa inmunoldgica, los anticuerpos han sido
utilizados en los ultimos tiempos con fines diagndsticos y terapéuticos, por lo que
ha sido necesario encontrar técnicas que llevaran a la obtencién de los antigenos y
anticuerpos. Para €ello se idearon las técnicas de anticuerpos monoclonales y
anticuerpos policlonales (100).

1.2.4. ANTICUERPOS POLICLONALES

Burnet y sus colaboradores desarrollaron en 1950 la teoria de seleccidn
policlonal. Para la obtencion de anticuerpos policlonales, inmunizaban un
organismo huésped con una molécula especifica (inmundgeno), en el que se
encuentra el antigeno frente al cual se pretende obtener un anticuerpo (75).

El organismo produce una reaccion humoral (linfocitos B) frente al
inmundgeno, generando anticuerpos gque se pueden recolectar obteniendo suero.

Esta técnica nos lleva a la obtencién de unos anticuerpos policlonales, ya
gue los linfocitos B estimulados de esta forma, producen diversos tipos de
anticuerpos derivados del gran nimero de clones de células B estimuladas.
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Los anticuerpos son poliespecificos, ya que en el antisuero obtenido se
encuentran anticuerpos contra distintos determinantes antigénicos o epitopos de
una misma estructura. Son poliafines, ya que las fracciones del anticuerpo que
reaccionan con el mismo determinante antigénico, se unen a él con distinta
afinidad. Son heterogéneos, ya que diferentes anticuerpos contenidos en el
antisuero variaran de un animal a otro, o en las distintas extracciones de un mismo
animal. Son sensibles, ya que a contener anticuerpos que reaccionan con
diferentes determinantes antigénicos de una estructura, resulta dificil que se
produzcan falsos negativos. Ademéas son econdmicos, ya que la infraestructura

tecnoldgica necesaria para su produccién, no es costosa.

Sin embargo, a pesar de estas caracteristicas, los anticuerpos policlonales
tienen varios inconvenientes en su empleo para el diagndstico o terapéutica,

como:

a) La imposibilidad de reproducir los resultados, esto es debido a que la
respuesta inmune varia de unos individuos a otros, e incluso dentro de un

mismo individuo segun el momento en que se encuentra.
b) Obtencion de cantidades limitadas.

c) Purificacion del antisuero se realiza mediante absorcién con moléculas o
células afines a las empleadas para inmunizar al animal. Tiene por objeto
eliminar los Ac que reaccionan de forma cruzada no especificay esto es
laborioso.

d) Incapacidad para discriminar determinantes antigénicos diferentes

dentro de una misma moléculao célula(75, 117).

1.2.5. ANTICUERPOS MONOCLONALES

En 1975, Kohler y Milstein desarrollaron la técnica de obtencion de Ac
(anticuerpos) monoclonales. Realizaron una fusion entre las células de un

mieloma murino y los esplenocitos (linfocitos procedentes del bazo) de un ratén
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inmunizado, con hematies de carnero. Los cultivos celulares resultantes de esta
fusion, llamados “hibridomas’, son capaces de producir inmunoglobulinas, que

reconocen alos antigenos empleados en la inmunizacion.

El hibridoma tiene dos propiedades fundamentales: tiene capacidad de
crecimiento ilimitado, y ademés capacidad de sintetizar y secretar
inmunoglobulinas (Las inmunoglobulinas que producen son del mismo tipo y

especificidad que las codificadas por €l linfocito B).

El hibrido resultante de la fusion entre la célula de un mieloma murino y un
linfocito B especifico para un antigeno problema, da origen, después de varias
divisiones, a un clon; la totalidad de cuyos hibridos poseen el mismo tipo de

inmumoglobulinas (75).

Podemos definir anticuerpo monoclonal como el producto de una sola clona
de células secretoras de inmunoglobulinas. Por ello, todas las moléculas de
inmunogloibulinas producidas presentan idénticas caracteristicas inmunolégicas:

especificidad, afinidad, carga, peso molecular, isotipo y propiedades.

Dentro de las ventajas de los anticuerpos monoclonales debemos destacar:
eSon homogéneos y no varian con cada inmunizacion o sangria realizada

al animal;
eAdemas no requiere el uso de Ag purificados
e_0s cultivos permanentes pueden proporcionar €l Ac de formailimitada.

Como inconvenientes debemos destacar la poca sensibilidad, ya que al
reaccionar con un unico determinante antigénico pueden ocasionar falsos
negativos, principalmente cuando se trata de reconocer estructuras antigénicas
complejas. Ademas esta técnica resulta cara.

Los anticuerpos monoclonales tienen multiples aplicaciones en biologia.

Algunas de las més importantes son comentadas a continuacion.

Son Utiles para el diagnostico de laboratorio. Gracias a su homogeneidad y a

gue se obtienen de forma ilimitada, ha hecho que se utilicen en pruebas de
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radioinmunoensayo para la obtencién de hormonas, farmacos y enzimas. Se
pueden homologar entre los diversos laboratorios, usando €l anticuerpo mas
adecuado. También pueden aplicarse al diagndstico bacteriolégico y virolégico,
empleando técnicas inmunohistoquimicas. Estos reactivos ademés son muy
importantes en €l tipaje de los antigenos HLA (complejo principal de
histocompatibilidad humana), de importancia capital en el trasplante de 6rganos
(75, 117).

Investigacion basica con los anticuerpos monoclonales se ha podido
identificar todas las subpoblaciones linfoides, numerosos marcadores tumorales
etc. Este hecho adquiere gran importancia sobre todo porque con los anticuerpos
policlonales, no era posible distinguir entre dos proteinas de membrana distintas
de un mismo tipo celular.

También tiene gran importancia en el campo de la terapéutica y diagnéstico
clinico. (75)

a) Proteccion frente al rechazo de érganos, administrando Ac monoclonales

frente acélulas T citotdxicas.

b) Localizacion de metdstasis, de tumores empleando Ac especificos

antitumor marcados radiactivamente.

c) Tratamiento detumores si se usan unidos atoxinas o citotoxicos.

1.3. TECNICASDE INMUNOHISTOQUIMICA

L as técnicas inmunohistoquimicas sirven para detectar antigenos celulares o
tisulares, mediante reacciones Ag-Ac (antigeno contra anticuerpo). Para poder ver
el lugar donde se produce la reaccion Ag-Ac es preciso emplear un marcador o
trazador. El marcaje puede realizarse con fluorocromos, como rodamina,

fluoresceing, (técnicas de inmunofluorescencia), enzimas como peroxidasa,
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fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, etc. (técnicas inmunoenziméticas), iones

metélicos en forma coloidal (técnicas de inmuno-oro) o isdtopos radiactivos (75).

Tanto los anticuerpos monoclonales como policlonales se pueden unir a
moléculas marcadoras que permiten visualizar el lugar de reaccidn con sus
respectivos antigenos. El uso de estos Ac marcadores es el fundamento de las
técnicas de inmunolocalizacion, muy Utiles en las técnicas de biologia en general
y del diagnostico histopatoldgico.

El Ag puede detectarse tanto por marcaje directo del Ac (técnicas directas),

como por algunos de los multiples métodos secundarios.

Las técnicas de inmunolocalizacién que utilizan como marcador un enzima,
fueron desarrolladas por Nakane y Pierce en 1967, y posteriormente fueron
perfeccionadas por Arrameas, Mason, Sternberger et al, consiguiendo superar las
dificultades que presentaban las técnicas de inmunofluorescencia (117)

Estatécnica nos permite ver el lugar donde se produce lareaccién Ag-Ac, al
anadir al final de la reaccién el sustrato del enzima, mas una sustancia llamada

cromoégeno.

Al actuar laenzima sobre el sustrato, interactlia a su vez sobre el crombgeno

y dalugar a un precipitado insoluble y coloreado.

Distintos tipos de enzimas fueron utilizados como trazadores: peroxidasa,
fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa. Pero de ellas la més utilizada es la peroxidasa
por las ventajas que presenta, como ser visualizada facilmente con microscopio de
luz, poder utilizarse en secciones tefiidas con tinciones histolégicas de rutina,

tolerar la deshidratacion en alcohol y xilol. (117)

La peroxidasa es un enzima que se obtiene del rabano picante y puede
emplearse en técnicas directas, indirectas y sin marcar (técnicas de peroxidasa-
antiperoxidasa) (75).
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1.3.1. METODOSINMUNOENZIMATICOS

Diferentes mé&odos inmunoenziméticos han sido desarrollados y poco a

poco mejorados.

1.3.1.1. Método directo

El méodo directo es una técnica de anticuerpos marcados. El trazador va

unido de forma covalente al anticuerpo (117).

Es el método maés simple, pero también el menos sensible para la detecciéon
de antigenos. El anticuerpo o antisuero primario se conjuga directamente con la
enzima peroxidasa (75).

1.3.1.2. Método indirecto
Estatécnica fue desarrollada por Nakane y Pierce.

En primer lugar, €l anticuerpo primario o especifico sin conjugar se une con
el antigeno presente en la seccidn del tejido. En una segunda fase, se afiade un
anticuerpo marcado con el trazador enzimatico (peroxidasa), también llamado
anticuerpo secundario, obtenido de un animal diferente al primario y especifico
para el animal y la clase de inmunoglobulina que constituye el anticuerpo
primario (75).

El complejo asi formado puede visualizarse incubando el corte de tejido con
un sustrato cromogeno adecuado.

Este mé&odo es mas sensible que el méodo directo, y ademés, el anticuerpo
secundario puede utilizarse para todos los antisueros primarios posibles obtenidos

de la misma especie (75).

Ambos métodos, directo e indirecto, tienen una sensibilidad mayor que la

inmunofluorescencia.
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1.3.1.3. M¢étodo Peroxidasa-Antiperoxidasa (PAP)

Este procedimiento fue desarrollado por Sternberger en 1960 (117, 75),

como un perfeccionamiento de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta (117).

Estatécnica utiliza como trazador inmunocomplejos formados por la enzima
peroxidasa, y anticuerpos especificos frente a ella, en lugar de anticuerpos
marcados.

La peroxidasa se inocula en un animal para obtener los Anticuerpos
dirigidos frente a la enzima. De esta forma, a poner en contacto “in vitro” los
Anticuerpos con peroxidasa, se forman complejos Ag-Ac (complejos peroxidasa
antiperoxidasa o complejo PAP), através de una reaccién de precipitacion.

Estatécnica consta de tres pasos: en €l primero, se pone en contacto el tgjido
con el Anticuerpo primario semejante a los empleados en las técnicas de
inmunoperoxidasa directa e indirecta. En un segundo paso se afiade el Anticuerpo
secundario, y para terminar, en un tercer paso se afiade el complejo PAP a la
reaccion; estos complejos estan formados por tres moléculas de peroxidasa y dos
de Anticuerpos antiperoxidasa (75, 117).

Al final, por cada molécula de Anticuerpos primario ligada al Antigeno,
existen al menos tres de peroxidasa en el complejo final; esto le da una alta
sensibilidad a estatécnica (75).

1.3.1.4. Método de Avidina-Biotina (ABC)

Tratando de solucionar los problemas que la técnica de peroxidasa
antiperoxidasa producia, Arrameas et al en los afos setenta introdujeron la técnica
Avidina-Biotina pero posteriormente Hsu et al en 1980 la perfeccionaron (117).

Es una técnica muy sensible que utilizan anticuerpos marcados, y se basa en
la gran afinidad que entre si poseen las moléculas de Avidina y las de Biotina, de

forma que se genera un fuerte enlace no inmune (75).

La avidina es una glicoproteina de alto peso molecular que esta presente en

la clara de huevo y en la bacteria actinomyces avidinii. En ambos casos la
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molécula esta formada por cuatro subunidades, que configuran una estructura

terciaria con cuatro regiones hidrofébicas de union con la biotina (75).

La avidina puede unirse covalentemente con una gran variedad de proteinas,
glicoproteinas y polisacéridos, y al oro coloidal (75).

La biotina es una vitamina de bajo peso molecular que pertenece al
complejo B (Vitamina H), y se localiza en la yema de huevo. Se conjuga
facilmente con anticuerpos y enzimas marcadoras (75).

Latécnica Avidina—Biotina es un proceso que serealizaen tres pasos. en €l
primero se incuba el tejido con e anticuerpo primario; en el segundo paso se
anade el anticuerpo secundario unido a biotina, y en un tercer paso se forma un
complejo AvidinaBiotina, conjugado con peroxidasa (117).

Un gran nimero de moléculas de biotina, pueden unirse a un Anticuerpo
unico por lo que la proporcion trazador/anticuerpo es muy elevada (75). Por esto

la sensibilidad de esta reaccion es muy alta.

1.4. BASES MOLECULARES DE CANCER DE
ENDOMETRIO

Como ya sabemos, €l factor prondstico mas importante en el carcinoma de
endometrio es el estadio quirdrgico, determinado por €l nivel de penetracion
miometrial y el compromiso extracorporal (159). Sin embargo no debemos
olvidar la gran importancia del tipo histolégico, el grado de diferenciacion, la
atipia nuclear, etc.

Hay ademas otros factores que también se han relacionado con el prondstico
del tumor, estos son:

- Presencia de receptores de estrégenos (RE) y receptores de progesterona
(RP) que van a tener un particular interés en el prondstico del cancer de
endometrio (estos marcadores se han relacionado con menor grado de
malignidad y mejor pronogtico).
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- Indice proliferativo Ki-67 (Mib1).
- Presencia de una mutacién del gen supresor como el p53.
- Expresion del oncogen Bcl-2.

- Presencia de amplificacion de oncogenes como el c-erbB-2.

141. RECEPTORES ESTEROIDEOS. RECEPTORES DE
ESTROGENOS Y RECEPTORES DE PROGESTERONA

1.4.1.1. Introduccion

Aungue todas las células del organismo humano estan expuestas a las
hormonas esteroideas, sus acciones fisioldgicas se limitan a aquellos tejidos que
contienen proteinas de accidon intracelular, denominados receptores. Egas
proteinas se unen especificamente y con alta afinidad, a clases individuales de
hormonas esteroideas y transmiten la sefial esteroidea a genes sensibles. El tipo de
respuesta inducido es por tanto dependiente del estado de desarrollo y
diferenciacion del tejido diana. Los receptores también aparecen involucrados en
el control de diversas fases finales de proliferacion celular, muerte celular,
actividad secretoray movilidad celular.

Los receptores hormonales sexuales se han encontrado en muchos tejidos
del organismo humano. Ademas de su presencia en los tejidos efectores clasicos,
como la mama, la vagina, el endometrio y la hipdfisis, se han identificado
actualmente en otros tgidos humanos como € tejido del sistema nervioso,
endocrino, cardiovascular, respiratorio, urinario, 0seo, piel e higado (189, 34).

Ademas, las hormonas esteroideas se han relacionado con diversas
enfermedades, resaltando entre ellas el desarrollo de tumores malignos en tejidos
sensibles hormonalmente a los esteroides; de forma especial €l cancer de mama, el
tracto genital femenino y la prostata (32, 42, 36), asi como en otras localizaciones:
pulmén, tracto gastrointestinal, pancreas, tumores intracraneales (63).
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Dicha peculiaridad, ha sido aprovechada terapéuticamente con drogas que
modifican las acciones de las hormonas esteroideas a nivel celular, utilizandose
habitualmente en el tratamiento del cancer de mama, endometrio y prostata (69).

Estos tumores contienen un grado variable de receptores hormonales
esteroideos, y su medida durante la fase diagndstica permite identificar el

potencial de respuesta endocrina.

Dado que los canceres sensibles a los esteroides son relativamente comunes
y que transiciones celulares, asociadas a pérdida de sensibilidad hormonal,
empeoran invariablemente el prondstico de los pacientes, deberiamos profundizar

en el conocimiento de los receptores esteroideos.

En nuestra revision bibliogréfica sobre el tema, nos encargaremos (mas
adelante) de la asociacion que tienen tanto con el cancer de mama como con el de
endometrio, ya que considero que es de vital importancia en nuestro estudio.

1.4.1.2. Aspectos moleculares de los receptores ester oideos

Los receptores de estrégenos humanos son un miembro de la familia de
receptores nucleares de pequefio ligando hidrofébico, al cual pertenecen también
las hormonas esteroideas, las hormonas tiroideas, la vitamina D y el é&cido
retindico (153).

El gen de los receptores de estrogenos esta localizado en el brazo largo del
cromosoma 6 en la banda 24-27 (6q 24-27), y el gen de los receptores de
progesterona esta en el cromosoma 11. El gen de los receptores estrogénicos tiene
8 exones, y en el espacio intermedio tiene intrones de al menos 140 Kbases (KB)
(153, 151, 196).

El conocimiento de la estructura molecular de los receptores hormonales se
inicio a partir del clonaje del acido desoxirribonucleico (ADN) complementario y
del acido ribonucleico mensajero (ARNmM) que codifica los receptores. Esto fue
posible a partir de los afios 70, cuando aparecieron nuevas técnicas del ADN
recombinante y la produccion de anticuerpos monoclonales contra varios tipos de
receptores nucleares (189).
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La estructura primaria de la molécula de receptor, 0 sea la que interactla
con la hormona, esta formada por una sola cadena polipeptidica en todos los tipos
de receptores esteroideos (189).

Los receptores de progesterona presentan dos formas moleculares, A y B,
pero son dos productos del mismo gen, cuyo ARNm (&cido ribonucleico
mensajero) es traducido a partir de dos codones de iniciacién alternativos (189).
La proteina A tiene aproximadamente 80 KDa (kilodaltons) y se cree que es una
forma mutilada de la proteina B, la cual tiene 110 KDa (203).

La semejanza estructural ha permitido deducir que todos los miembros de la

familia de receptores nucleares proceden de un mismo gen ancestral (189).

Los receptores de hormonas esteroideas son factores de transcripcion
génica. Se activan mediante una reaccion de alta afinidad con un ligando
(hormona o anti-hormona) que transforma el receptor desde un estado que es
genéticamente inactivo, a un estado activado, capaz de identificar los genes
susceptibles de responder especificamente a cada receptor. Tambien pueden
modificar su expresion atraves de varias interacciones con secuencias especificas,
situadas en la regién promotora del propio gen, y con otras proteinas integrantes

del aparato de transcripcidn génica (189).

Para poder desempefiar estas funciones, la molécula del receptor
experimenta plegamientos que la llevan a adquirir una estructura espacial
(terciaria) adecuada parainteractuar con el ADN o con las otras proteinas (189).

Cada funcién del receptor se lleva a cabo a través de diversas estructuras
espaciales que adquiere cada region de la molécula. A cada una de las estructuras
de la molécula que puede realizar una de las funciones que lleva a cabo
normalmente todo el receptor, se le denomina DOMINIO MOLECULAR (189).

Toda la familia de receptores esteroideos esta caracterizada por una
estructura en la cual se pueden apreciar tres dominios principales y varios
subdominios o regiones. El dominio de localizacion central es el que define a esta
superfamilia, denominado “dominio de union al ADN”, el cual esta formado por
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66-68 aminoéacidos, y es codificado por los exones 2 y 3. Otro dominio principal
es el de union carboxiterminal, el cual esta codificado por 5 exones. el 4,5, 6, 7y
parte del 8. Este dominio estd a su vez formado por subdominios como el de
dimerizacion y el de activacion de la transcripcion. El tercer dominio principal es
el dominio de union aminoterminal, codificado por el exén 1 (72, 153).

Entre lahormonay el dominio de unién de ADN al que se fija, hay una zona
congtituida por aminoécidos que ha sido denominada region bisagra. Esta zona
tiene un importante papel, al establecer la asociacion alostérica entre la hormonay
el dominio regulador, inhibiendo la actividad de la transcripcion por el ultimo

dominio en ausencia de ligandos (153). Dicha region es codificada por €l exén 4.

En ausencia de union a la hormona, el dominio parece ser inhibido en

funcién de la activacion transcripcional.

La codificacién genética de los receptores nucleares es como la de cualquier
otraproteina. La sintesis del receptor comienza con la transcripcion del gen que lo
codifica en écido ribonucleico (ARN) como transcrito primario. Este forma una
larguisima hebra que luego es procesada para dar lugar al ARN mensajero maduro
(189). El proceso de maduracion incluye la eliminacion de los intrones
(segmentos de ARN que carecen de funcion codificadora), y la modificacion de
los extremos de la hebra de ARN (189).

Los genes de los receptores (Rs) nucleares incluyen 7 y 8 intrones, algunos
de ellos muy grandes (>26 Kilobases). Al eliminar dichos intrones, el ARNm
maduro queda constituido enteramente por los exones.

Estudios sobre mutagénesis han mostrado que ciertos aminoécidos en los
dominios de union esteroideos de receptores de estrégenos y de progesterona son

criticas para reconocer las hormonas.

En ocasiones, a eliminar los intrones se producen errores, lo que
proporciona una fuente de variantes moleculares del receptor. Los receptores asi
formados pueden resultar truncados, es decir que les faltan los aminoacidos
codificados por alguno de los exones. También pueden aparecer moléculas del
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receptor que tienen repetidos los aminoécidos codificados por alguno de los
exones. Estos productos de la maduracion alternativa del ARN mensajero pueden
llevar ala supresion de la union a esteroides, o reducir la afinidad por los mismos.
En ocasiones dichos productos alterados pueden encontrarse en tejidos normales,
pero se desconoce su significado funcional (189).

La maduraciéon alternativa del ADN mensajero es frecuente en tejidos
tumorales que expresan los receptores. En unos casos dan lugar a Rs truncados,
gue mantienen la capacidad de unirse a la hormona, pero que han perdido su
capacidad como factor de transcripcion. También se producen Rs truncados que
carecen de capacidad de ligar hormonas y pueden llegar a ser tumorigénicos por
estimular la proliferacion de las células de manera no controlada por las
hormonas. Esta variante de receptores ha sido objeto de estudios exhaustivos en
tumores de mama (189).

1.4.1.3. Interaccion hormona-receptor

El reconocimiento de cada receptor por su respectiva hormona es un proceso
altamente especifico, en el que la pequefia molécula del esteroide entra en una
cavidad de la molécula del receptor formando una union a la hormona, y abarca al
menos la mitad de la molécula. Los dominios de unién a la hormona poseen unas
cortas secuencias de ADN especificas para la respuesta hormonal, las cuales estan
situadas en la region promotora de cada gen inducible por hormonas gque son
reconocidas por parte del dimero del receptor. A estas secuencias se les denomina
elementos de respuesta hormonal (189).

Los genes gque responden a una hormona determinada contienen elementos
de respuesta hormonal idénticos.

Los receptores nativos de hormonas esteroideas, en ausencia de hormona,
tienen una escasa afinidad por las estructuras nucleares. El contacto con la
hormona aumenta extraordinariamente su nucleofilia Este hecho no revela
necesariamente gque la hormona haya provocado que los Rs entren en contacto con
secuencias especificas de ADN en los genes que responden a la misma (6). Se ha
calculado que en la célula diana normal existen s6lo unos pocos genes que pueden
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responder a una hormona. Cada célula diana contiene 1.000 a 10.000 receptores,
que resultan activados en nUmero creciente en funcion de la concentracion que la
hormona alcance en la célula (189). En consecuencia la posibilidad de que todos
los receptores activados encuentren genes especificos con los que poder
interactuar (189).

El exceso de receptor activado, a menos en el caso de la progesterona, se
une a proteinas écidas que funcionan como aceptores. A estas proteinas se les
atribuyen dos posibles funciones (que no han sido confirmadas): ser un reservorio
de receptor activo y ser las encargadas de dirigir el exceso de Rs hacia la
degradacion (189).

La etapa fina de la accion de las hormonas que utilizan receptores
hormonales nucleares estriba en la modificacion de la transcripcion génica. Ello se
debe a su extraordinaria complejidad y a las multiples variedades especificas del

gen o detgido que presenta (189, 6).

La participacion de los Rs nucleares en la maquinaria de transcripcion
génica tiene lugar mediante dominios especificos de la molécula conocida como
transactivador. Estos estan formados por secuencias de aminoacidos que
interactian mediante contactos proteina-proteina con otros factores de
transcripcion. Si se altera dicha secuencia se produce la incapacidad de la

hormona para inducir la expresion génica.

La transcripcién comienza cuando se estabiliza el complejo transcripcional

en laregién promotora dd gen.

Se han identificado dos dominios transactivadores en la familia de los Rs
hormonales nucleares; uno de ellos esta situado en la region anterior a la zona de
union al ADN denominado TAFL1 (factor activador de latranscripcion 1) (244). El
otro se localiza en la zona de unién a la hormona, y solo actlia cuando se forma el

complejo hormona—receptor.

Existen otras proteinas que forman parte del proceso transcripcional,

denominadas factores intermediarios de la transcripcion (TIF), los cuales son
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utilizados en la magquinaria transcripcional de diversos genes (170). Los TIF
interaccionan con los receptores, con otras proteinas que se asemejan a los
receptores 0 con otra proteina del aparato transcripcional. Este factor es
imprescindible que se una a los receptores para que se produzca la transcripcion.
Si al mismo tiempo que los receptores, hay otra maguinaria transcripcional que
capta de forma mas eficiente dichos factores intermediarios, no se producira la
transcripcion de los genes regulados por las hormonas.

1.4.1.4. Regulacion delaintensidad de la respuesta hormonal

A pesar de todos los detalles moleculares que hoy se conocen sobre el
mecanismo de accién hormonal, alin quedan numerosas incognitas sobre el modo
en que se regula, célula a célula, minuto a minuto, la intensidad de la respuesta
hormonal (189)

Numerosos factores han sido implicados en este proceso encaminado a
conseguir el mayor equilibrio funcional del organismo. Desde la entrada de las
hormonas en la célula hasta la finalizacion de la accion hormonal, surge un
conjunto de factores que intervienen en el proceso de modo relevante (189).

La entrada de hormonas esteroideas dentro de las células se ha considerado
siempre un fenémeno pasivo, basado en su solubilidad en los fosfolipidos de la
membrana. Sin embargo, la existencia de fijacion especifica de hormonas
esteroideas a membranas celulares, ha abierto la posibilidad de que su entrada en
las células se encuentre mediada por proteinas de membrana (189).

Por otra parte se ha postulado la participacién en acciones extragenémicas
de las hormonas esteroideas. Se ha propuesto que las proteinas podrian ser
enzimas que participan en el metabolismo de las hormonas y también que podrian
tratarse de Rs de membrana que medien transduccion intracelular de sefiales
(189).

Uno de los factores méas importantes en la regulacion de la intensidad de la
respuesta hormonal es la abundancia de receptores. Esta depende del grado de
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expresion de sus genes respectivos y de la velocidad con que los Rs son
eliminados (189).

El nimero de Rs varia ampliamente entre los diferentes tejidos. Esta
distribucion celular desigual condiciona la respuesta a la hormona, 1o que ha dado
pie al concepto de célula diana (189).

La propia hormona actta regulando negativamente la transcripcion del gen
del receptor, sobre todo cuando es usada en exceso. ESo hace que disminuya la
cantidad de proteina en el interior de la célula. Aunque esto ocurre de manera
general, hay algunas excepciones. Asi dosis fisiologicas de estrogenos o

androgenos inducen la sintesis de sus propios receptores (189, 26).

Existen numerosos gjemplos de que una hormona puede regular los Rs de
otra, como la sintesis de Rs de progesterona que es inducida por los estrégenos en
endometrio uterino y en células de cancer de mama en cultivo. En el endometrio
juega un papel decisivo en el proceso que regula la transicion de la fase
proliferativa a la secretora en el ciclo menstrual. En el cadncer de mama, es una
propiedad que se utiliza para determinar la capacidad de respuesta celular a los
estrogenos (189).

El destino de los receptores tras su activacion es un tema alin sin aclarar.
Parece que los receptores sufren un proceso de destruccion (por medio de
proteolisis) o procesamiento, inducido por la hormona. También se ha comentado
la posibilidad del reciclaje de los Rs, pero sdlo ha sido confirmada en el caso de
los glucocorticoides (189, 26).

1.4.1.5. Algunas funciones de los receptores hormonales nucleares

Aunque existen algunas diferencias respecto a la organizacion celular de
determinados receptores hormonales esteroides, al final todos actlan estimulando
o reprimiendo la produccion de ARN de genes sensibles, conduciendo a cambios

en lasintesis proteicay de la funcién celular.

L os receptores hormonales nucleares acumulan en una sola molécula varias
funciones:
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- Son capaces de reconocer y unirse con ata afinidad a pequefias

moléculas, como los esteroides, con un alto grado de especificidad.

- Son capaces de reconocer y unirse a secuencias especificas de ADN, que
estan presentes s6lo en los genes objeto de su regulacion.

- Son capaces de interactuar con otras proteinas que participan en la
maquinaria de transcripcion genética, e iniciar o modificar la expresion
de genes especificos.

1.4.1.6. Técnicas de estudio de los receptores esteroideos

Los receptores hormonales fueron descubiertos a principios de los sesenta,
cuando la tecnologia para marcar radiactivamente los esteroides fue factible. Asi,
Elwood Jensen, en Chicago (USA), al obtener estradiol tritiado pudo demostrar la
existencia de un componente protéico intracelular que se unia especificamente a
esa hormona (116).

Durante muchos afios, la Unica tecnologia disponible para determinar la
concentracion de receptores esteroideos, y poder estudiar sus propiedades estuvo
basada en el uso de ligandos (esteroides) marcados radiactivamente. Esto permitid
obtener datos biogquimicos acerca del propio receptor, e informacion acerca de su
nimero y su afinidad (24, 189). Egta técnica tenia un gran inconveniente, se
trabajaba con homogenados de tejido donde era imposible discriminar entre
receptores en tejido maligno del tejido no maligno. Ademas este método era
laborioso y el equipo necesario caro (94, 203).

Las primeras técnicas inmunohistoldgicas que se usaron para demostrar RE
en secciones de tegjido, utilizaron anticuerpos policlonales para estradiol (132)
aplicados también en secciones de tejido fresco congelado (37) o en secciones de
tgiido fijado en formol e incluido en parafina (37). Este método tenia algunos
inconvenientes, como la falta de especificidad o la dificultad a la hora de ser
reproducida, por lo que se buscé una técnica inmunohistoquimica con méas

especificidad para demostrar receptores estrogénicos.
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En los afios 80, Green e al (88) desarrollaron unos anticuerpos
monoclonales altamente especificos para receptores esteroideos y un método
inmunoperoxidasa monoclonal, para receptores de estrégenos en secciones
congeladas, que ha permitido identificar al receptor sobre cortes de tejido o
medirlo directamente a partir de homogenados. Pero este méodo no permitia
realizar estudios retrospectivos debido a que se necesitaba tejido congelado. Por
otra parte, esta técnica fue la primera que determind la localizaciéon de los RE en
el nlcleo (203).

Unos afios después, Pascal et al (193) desarrollaron una nueva técnica
inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos policlonales anti E2, la cual permitia
detectar RE en tgjido fijado en formol.

Los métodos inmunohistoquimicos posibilitan identificar, sobre un corte de
tgjido, los tipos celulares que acumulan receptores, e incluso en funcion de la
intensidad de la sefial, obtener una valoracion semicuantitativa de la poblacion
disponible (189, 94, 182). Ede dato es muy importante ya que permite
monitorizar la expresion del factor en cuestion segun las oscilaciones hormonales
del ciclo y, por tanto, obtener informacion de su estatus en funcion del equilibrio

hormonal.

Gracias a esta técnica se puede hacer una valoracién semicuantitativa de la
intensidad de tincién y del nimero de células afectadas, y puede emplearse
también para la obtencion de indices que corrdacionarian adecuadamente los
datos tradicionales obtenidos a partir de homogenados tisulares (189).

Otra técnica que ha venido a completar la técnica anterior es la genética
molecular, que permite valorar la funcionalidad de los receptores identificados
(189, 102, 115).

Los métodos inmunohistoquimicos a partir de anticuerpos antirreceptores,
solo permiten informar de la existencia y magnitud de la poblacién de receptores
sobre tejidos o células. La disponibilidad de ADN recombinante para cada tipo de
receptores ha permitido identificar el ARN especifico y, a partir de la construccién
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de cadenas apropiadas de nuclebtidos, detectar S la transcripcion es activa, es

decir, si hay expresion funcional.

La hibridacion in situ es una técnica que permite, sobre cortes de tgjido,
identificar si en dicho tegjido existe ARNm especifico del receptor, es decir, si hay

transcripcion activa.
También la electroforesis ha sido utilizada para identificar el ARN.

1.4.1.7. REyRPen el endometrio

El sisstema genital femenino, al igual que la mama, es un 6rgano diana
primario de las hormonas esteroideas, estrogenos y progesterona. Los receptores
esteroideos estan representados a lo largo de todo el tracto reproductor en ovarios,
atero, cérvix y vulva. La dependencia hormonal es particularmente marcada en el
endometrio, con una elevada expresion en la mujer premenopausica de ambos
receptores. estrogénicosy de progesterona.

Al igual que en la mama normal, los receptores en el endometrio varian
notablemente su concentracién, con las fluctuaciones que ocurren en sus
respectivos ligandos a través de todo el ciclo menstrual. En coman también con la
mama, los receptores de hormonas esteroideas se mantienen en el sistema
reproductor femenino durante el proceso neoplasico, y de forma similar

desaparecen conforme disminuye la diferenciacion tumoral (91).

Gracias a las técnicas inmunohistoquimicas se ha podido estudiar la
expresion de RE y RP através del ciclo menstrual (189).

En relacion con los RE, se ha visto que el epitelio glandular expresa mayor
intensidad de RE que el estroma, 1o que hace que destaguen las glandulas sobre un
fondo homogéneo del estroma.

Otra caracteristica que se puede destacar, es la heterogeneidad encontrada
entre las glandulas, e incluso dentro de las mismas glandulas; lo que traduce

distintos niveles de expresion de RE en areas vecinas.
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En relacibn a estas caracteristicas, una observacion frecuente es el
escalonamiento en la intensidad de tincion, casi siempre a favor del estrato basal
del endometrio, con pérdida progresiva de la sefial alo largo del estrato funcional.
También las muestras del fundus uterino tienden a presentar una expresion mas
rica que las obtenidas en éreas cercanas al segmento (189). Los niveles de RE en
las glandulas son indetectables a comienzos del ciclo, pero van progresivamente
ascendiendo, y resultan maximos al final de la fase proliferativa, después se
produce un descenso alo largo de la fase secretora, con desaparicion a partir de la
mitad de la misma (189, 175). En situaciones especiales como el embarazo, en
gue los niveles de progesterona siguen altos, el indice de RE se encuentra bajo
(189).

El estroma sigue oscilaciones similares, aunque al comienzo del ciclo
acumula RE en mayor medida que el epitelio, y al final de la fase secretora su

disminucién es menos marcada (189).
El miometrio muestra siempre unatincion leve o negativa (189).

Respecto alos RP tienen un patron similar que el descrito paralos RE. En el
estromay en el miometrio se encuentra homogeneidad, sin embargo anivel de las
glandulas endometriales se puede observar heterogeneidad, aunque con menor
frecuencia que paralos RE (189).

Se mantiene la diferencia entre la intensidad de tincion en glandulas,
estroma y miometrio, y hay una tendencia a mayor intensidad de tincién en la
basal endometrial.

El comportamiento a nivel de las glandulas es paralelo al de los RE, cuando
la expresion de los RE es alta, también muestra una alta expresion para RP. La
heterogeneidad en los casos de los RP hace que en ocasiones puedan aparecer
glandulas con areas negativas y/o con tincion maxima (189)

La expresion de los RP disminuye en la fase luteinica (secretora), e incluso
puede llegar a desaparecer a partir del dia 21 del ciclo (189).
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El estroma muestra un aumento ligero de la tincién sobre lo observado para
los RE y también sigue un patron homogéneo. Se ha observado también una
acumulacién de tincién en las regiones periglandulares (como ya ocurria con los
RE) (189).

A diferencia de lo que ocurria con los RE, los RP no disminuyen
significativamente en el estroma al inicio de la fase secretora y sus niveles son
atos en la fase final de dicha fase. Estos niveles contintian altos en condiciones
especiales como el embarazo o la administracion crénica de gestagenos (189).

El miometrio sigue un patron homogéneo y con tincién méas intensa que la

encontrada para los RE.

Las paredes de los vasos intramiometriales muestran en general negatividad

aunque se encuentra alguin caso aislado positivo.

En resumen, podemos decir que la fase proliferativa se acompafia de un
enriquecimiento de ambos tipos de receptores, con preponderancia para los RP en
glandulas y estroma a lo largo de la fase proliferativa del ciclo, mientras que la
fase secretora, ya en un periodo avanzado, se acomparia de pérdida de sefial para
ambos receptores en el epitelio, pero no en el estroma (189, 182, 20, 154, 216,
19).

El tejido epitelial y estromal del endometrio es influido considerablemente
por las hormonas sexuales tanto enddgenas como exdgenas. A partir de estudios
experimentales y de observacion parece que los estrogenos enddgenos y exdgenos
pueden asociarse a un mayor riesgo de hiperplasiay carcinoma del endometrio.

Aquellos procesos clinicos que cursan con niveles de estrégenos en suero
persistentemente elevados (sin la influencia ciclica de la progesterona) como
obesidad, sindrome del ovario poliquistico y tumores de células granulosas, se
acomparian de un mayor riesgo de cancer de endometrio. Mediante la adicidon
ciclica de progestagenos se estimula la maduracion y la secrecion del endometrio
proliferativo. Tras la supresion de la administracion del progestédgeno, el
endometrio maduro se descama dando lugar a la Ilamada hemorragia por
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deprivacion. La maduracion y la descamacion ciclica de la superficie endometrial
evitan una proliferacién continuada (e hiperplasia), como se observa en el
climaterio a través de la estimulacion con estrgenos enddgenos, y en la
postmenopausia através de la estimulacion con estrégenos exégenos (189).

En mujeres no histerectomizadas, la terapéutica de sustitucion con
estrogenos solo aumenta €l riesgo de cancer e hiperplasia de endometrio, y por
consiguiente, debe afiadirse un progestégeno (189).

Lafrecuenciade hiperplasiaen el curso del tratamiento hormonal sustitutivo
combinado (THS combinado) depende de ladosis y de la duracion del tratamiento

con progesterona (189).

Debemos considerar también la importancia de los receptores hormonales
esteroideos a la hora del tratamiento endocrino de los adenocarcinomas
endometriales. Actualmente se sabe que es esencial la integridad del sistema de
receptores hormonales y de los acontecimientos potsrecepcion para que dichos
tumores respondan al tratamiento endocrino. Es posible que algunas pacientes
afectadas por adenocarcinoma de endometrio, aun teniendo receptores hormonales
positivos, no respondan el tratamiento endocrino, debido a que dichos receptores
no son funcionales o a que la transformacion neoplasica puede haber producido
alteraciones en el proceso después de la interaccion hormona-receptor o bien en la
funcién postranscripcional (178, 49).

1.4.1.8. Expresion de RE y RP en tumores de endometrio

La presencia de receptores de hormonas esteroideas ha sido ampliamente
estudiada tanto en el endometrio normal como en el patoldgico. En la mayoria de
los casos la presencia del receptor de estrégenos en el tejido endometrial se
correlaciona con la diferenciacion del mismo, por lo que dicho receptor va
desapareciendo a medida que los tumores son més indiferenciados. Asi, en el
adenocarcinoma de endometrio podria considerarse la presencia de receptores de
estrégenos como un indicador de buen pronéstico del desarrollo tumoral (60).
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Greastman (86) estudi6 el valor prondstico que tenian los receptores
hormonales en el cancer de endometrio. Evalué los niveles de receptores de
esteroides, en 270 pacientes con carcinoma de endometrio en estadio | y I, y
compard con otros factores prondgticos con andlisis univariantes y multivariantes.
Como resultado obtuvo que las pacientes con receptores positivos tenian una
mayor supervivencia gque otras pacientes con receptores negativos, por lo que
determind que los receptores hormonales en el carcinoma endometrial parecen ser
un importante factor prondstico.

Igualmente, examind la relacion de los receptores hormonales con otros
factores clinico-patoldgicos como e estadio precoz, € grado histolégico, la
profundidad de invasion, la afectacion del cérvix, la presencia de metéstasis
extrauterinas o nddulos linfoides o la presencia de células malignas en el lavado
peritoneal. Investigd cada uno de los receptores independientemente con cada uno
de los factores y vio que la presencia de RE se asociaba significativamente
(P<0°01) con diferenciacion histolégica, diferenciacion nuclear, y menor nimero
de metéstasis extrauterinas. Sin embargo, no encontro relacion significativa entre
los RE y lainvasion miometrial, la afectacion cervical y la citologia peritoneal.

También vio que habia menos RE positivos en lesiones de los
adenocarcinomas papilares y los carcinomas de células claras.

Los RP resultaron tener una asociacion significativa (P<0"05) con el subtipo
histolégico y diferenciacion histolégica. El resto de los factores clinicos no se
asociaron con los receptores de progesterona.

Al estudiar conjuntamente los RE y RP encontré6 una asociacion
significativa (P<0°05) con la diferenciacion histologica, la citologia peritoneal
positiva, las metéstasis demostradas histologicamente y la categoria histolégica.

Al analizar los receptores esteroideos por separado (RE, RP y RE/RP), se
vio que cuando las lesiones eran positivas para dichos marcadores, habia una
mayor supervivencia libre de enfermedad que cuando los receptores eran
negativos.
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Parece que los niveles de receptores son un importante predictor de como

respondera el tumor a los tratamientos con progesterona.

Friberg y Norén (70) hicieron un estudio prospectivo sobre e valor
prondgtico de los receptores esteroideos para una supervivencia de 5 afios en el
estadio 11 del cancer de endometrio. Se utilizo latécnica de DCC (dextrano coated
charcol). Se examinaron 57 pacientes con estadio 11 de carcinoma de endometrio,
de ellas un 16% bien diferenciados (Grado 1), un 45% moderadamente
diferenciados (Grado 2) y un 39% pobremente diferenciados (Grado 3). Todas las
pacientes recibieron tratamiento radioterdpico intracavitario o cobaltoterapia en el
canal cervical y vagina durante 4 semanastras la cirugia o el legrado y 37 de estas

pacientes recibieron irradiacion externa.

Seguin este estudio, 3 pacientes mostraron negatividad para los RE (1 de
grado 2 y 2 de grado 3) las cuales tenian también RP negativos.

Un total de 19 pacientes mostraron negatividad para los RP (2 de gradol, 3
de grado 2 y 14 de grado 3).

La supervivenciatota alos 5 afios fue de 82% (47 de 57 pacientes).

Se encontr6 correlacion entre la concentracion de receptores y el grado

tumoral, con una diferencia significativa entre grado 1y 2 con los de grado 3.

Todas las pacientes con RE negativos sobrevivieron al igual que todas las
pacientes con RP negativos en los grados 1y 2.

De las pacientes con grado 3 que murieron, 4 de las 6 tenian RP negativos y
de las pacientes con grado 3 que sobrevivieron 10 de las 16 tenian RP negativos.

Como conclusién vieron que no habia diferencias significativas entre la
concentracion de RE y RP entre las mujeres que sobrevivian alos 5 afios y las que

morian.

Carcangiu (25) y Chambers (30) investigaron la correlacion entre los
factores clinicos e histolégicos con los receptores de estrégenos y progesterona
por métodos inmunohistoquimicos. Para el estudio revisaron una serie de 183
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casos de carcinoma primario endometrial y se valor6é en cada uno de los casos la
expresion de RE y RP en el componente benigno y maligno de cada una de las
piezas (epitelio benigno, estromay miometrio), que fue examinado separadamente
asi como laintensidad de latincion tumoral.

Los adenocarcinomas endometrioides demostraron tener el méas alto grado
de positividad para ambos receptores seguido por carcinomas adenoescamosos,

carcinoma seroso y carcinoma de células claras.

La positividad para RE y RP del componente maligno fue correlacionado
estadisticamente con el estadio de la FIGO (P<0'001) y el grado nuclear
(P<0"0001) de los tumores.

No encontrd asociacion entre la profundidad de invasion miometrial y cada
uno de los receptores en e componente maligno. Hubo una asociacion
significativa entre la presencia de invasion de los vasos linféticos y la positividad

paralos receptores de progesterona.

Los resultados de este estudio indican que los andlisis inmunohistoquimicos
de receptores esteroideos ofrecen una excelente alternativa al proceso bioquimico
estandar.

En un estudio realizado por Henrick et al (98), examinaron la correlacion
entre RE y RP, y €l tipo histolégico, el estadio, la edad de las pacientes, los afios
desde la menopausia y €l uso previo de estrogenos, todo €llo en relacion al
carcinoma de endometrio. Para valorar los RE y RP utilizaron técnicas

bioguimicas o inmunohistoquimicas..

Como resultado obtuvieron que los RE y RP determinados por técnicas
bioguimicas o inmunohistoquimicas tenian una relacion inversa (P<0°001) con
respecto a la clasificacion de la FIGO y con el grado tumoral. Ademas
encontraron una correlacion inversa (P<0°0001) entre € estadio clinico y los
valores de receptores por métodos bioquimicos, que fue independiente del grado
de la FIGO. La edad de las pacientes, los afnios transcurridos desde la menopausia
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y €l tratamiento previo con estrégenos, no se relacionaron con el contenido de

receptores.

En la hiperplasia adenomatosa se encontraron altos niveles de receptores de

progesterona.

Como conclusion obtuvieron que hay una correlacion inversa entre el
estadio clinico del carcinoma de endometrio y el contenido de RE y RP, pudiendo
reflejar el desarrollo biolégico del tumor.

Palmer et al (190) estudiaron la importancia de los receptores esteroideos en
relacion a prondstico del carcinoma de endometrio. Para ello, estudiaron 349
mujeres con carcinoma endometrial primario con el fin de investigar la

importancia prondgtica del contenido de receptores de estrogénos y progesterona.

Ademas se compard la importancia pronéstica de dichos receptores con
otros parametros clinico-patoldégicos como la edad, el estado menopausico, €l

grado histoldgico, lainvasion miometrial.

La edad media de las pacientes fue 64°5, afios con un rango de edad de 31-
89 afos. La media de receptores estrogénicos fue 46°5 fmol/mg (rango 0-1274
fmol/mg) y de receptores de progesterona fue 386 fmol/mg (rango 0-3022
fmol/mg). El andlisis de este estudio confirmd la relacion encontrada previamente
en otros estudios entre estado de los receptores esteroideos y otros parametros

clinico-patologicos.

En consecuencia se vio que los receptores esteroideos se relacionaban mas
fuertemente con el grado histolégico del tumor y con los tumores bien
diferenciados, los cuales tienen un alto contenido de receptores. También se vio
gue a menor invasion tumoral mayor grado de receptores esteroideos.

Sin embargo para €l resto de los pardmetros como la edad y el estado

MeNopAaLISICo No se encontrd asociacion con los receptores.

Igualmente, estudios univariantes confirmaron que los RE y RP se
asociaban significativamente y de forma directa con la supervivencia.
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Ehrlich et al (55) realizaron un estudio en el cual contabilizaban los
receptores esteroideos y los relacionaban con algunos pardmetros clinico-
patolégicos en el adenocarcinoma de endometrio. Para €ello tomaron una
poblacién de 175 pacientes con adenocarcinoma de endometrio y utilizaron la
técnica Dextran-Charcol.

Los RE fueron determinados en 138 casos. De €llos, 92 tumores (52°6%)
resultaron positivos para RP (>50 fmol/mg) de proteina en el citosol y 111
tumores (80°4%) resultaron tener RE positivos (>6fmol/mg).

La media de seguimiento fue de 27°3 meses (rango 1 a 152 meses).

Los RP se correlacionaron significativamente con el grado, el tipo
histolégico, la extension del tumor, la edad, y la recurrencia del cancer en estadio
|. Sin embargo, no se encontré correlacion entre los RP y el estadio clinico, la
invasion miometrial, la citologia peritoneal, los nodulos linféticos

retroperitoneales o la extension al cérvix.

Los RE se correlacionaron con la extension fuera del Utero y el grado de
recurrencia. La recurrencia en pacientes con estadio | de enfermedad fue
significativamente més comun si el tumor era negativo para RP, que si era
positivo. La recurrencia fue también mas comin si los tumores eran negativos

para RE, que S eran positivos.

La supervivencia fue superior para pacientes con RP positivos, con
P=0"001. Ademas, la supervivencia en el estadio | y Il fue también superior en
pacientes con lesiones positivas para RP P=0"13, pero no habia diferencias

significativas entre pacientes supervivientes con RP positivos o RP negativos.

La edad de las pacientes fue determinada de acuerdo a los RP, siendo en
pacientes menores de 50 afios predominantemente positiva, mientras que en las
mayores de 50 afios era predominantemente negativa. Respecto alos RE y la edad

no se encontraron diferencias.

Bigsby et al (15) hicieron un estudio en el que valoraron los RE y RP con el
oncogen HER-2/neu en relacion con el carcinoma de endometrio. Sus resultados
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demostraron que las células que exhibian tincion HER-2/neu con una intensidad
4+, no mostraban RP; mientras que aguellas que tenian una expresion >3 HER-
2/neu mostraban RP positivos.

La inmunotincion de los RE y RP se localizé a nivel nuclear en todos los
casos de este estudio. Tanto en las células del endometrio secretor como en las
células neoplésicas la tincion epitelial fue heterogénea, habia tanto células
positivas como negativas y la intensidad de tincion era variable de unas células a
otras. Se encontrd una relacion inversa entre los RE y RP, y el HER-2/neu, en
consecuencia las células que sobreexpresaban HER-2/neu eran negativas para RP.

Wang et al (252) realizaron un estudio en e que andizaban la
sobreexpresion de c-erbB-2, el factor de crecimiento epidermal y los receptores de
estrégenos y progesterona, en el carcinoma de endometrio. Sus resultados
afirmaron que la expresion de factor de crecimiento junto con la expresion de la
proteina c-erbB-2 se expresaba mas frecuentemente con estadio avanzado de
enfermedad, mientras que la correlacion era inversa con el grado de diferenciacion
y con el grado de expresion de RE y RP.

Bergeron et al (14) realizaron un estudio para valorar la distribucion de los
RE en endometrio normal, hiperplasia de endometrio y tejido neoplasico. Su
estudio reveld que los RE eran altos en el endometrio proliferativo y decrecia
gradualmente durante la fase postovulatoria del ciclo menstrual, tanto en el
epitelio como en el estroma. En los casos de hiperplasia el contenido de RE fue
también alto tanto en el epitelio como en el estroma. En |os casos de carcinoma se
encontrd una distribucién heterogénea de los RE en el epitelio y el estroma, pero
en general los RE fueron mas bajos en comparacion con la fase proliferativa del
tejido normal o el endometrio atrofico. En algunos casos el contenido de RE en el
estroma fue alto.

1.4.1.9. Expresion de RE y RP en otros tumores

Silver-Calvera y Salvadd-Usach (227) llevaron a cabo un estudio
inmunohistoquimico de los RE en el cancer de mama 'y su relacion con algunos
parédmetros morfométricos. Para ello estudiaron 70 casos de carcinoma de mama.
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La positividad inmunohistoquimica se localizé en el nlcleo de las células con
grados variables de intensidad. En los citoplasmas no se encontrd generalmente
tincion. En algunos casos existian areas positivas y negativas en el mismo tumor,
aungue cuando la intensidad era maxima la positividad solia ser uniforme.

Rayter et al (203), realizaron un estudio intentando relacionar el carcinoma
de mama con los receptores esteroideos. La expresion de RE se vio que se
incrementaba con la edad de las pacientes. Ademas, se correlaciond con el grado
de diferenciacion; cuanto mejor diferenciados estaban los tumores, mayor
expresion de RE. Ciertos tipos histoldgicos de tumores menos agresivos, como €l
carcinoma lobular, e mucinoso y el tubular mostraban alta expresion de RE,
mientras que con los tipos mas agresivos como €l tipo comedo y medular, raravez
contiene RE positivos. Ademas, opind que los receptores esteroideos tienen un
valor prondstico limitado, aunque constituye el mejor marcador para predecir la

respuesta al tratamiento endocrino.

1.4.2. ANTIGENO DE PROLIFERACION Ki-67

1.4.2.1. Introduccion

En 1983, Gerdes et al, investigando la produccion de anticuerpos
monoclonales especificos para antigenos nucleares de células de Hodgkin y de
Reedstenberg, describieron un anticuerpo  monoclonal que reaccionaba
selectivamente con el nicleo de las células en estadio de proliferacion, al cual se
le denomind Ki-67 (78).

El antigeno Ki-67, es una proteina nuclear humana de tipo no-histona. Esa
formada por una doble cadena polipeptidica de 345 y 395 KDa de peso molecular
respectivamente. Se comprobd que esta proteina estaba ausente en el lisado de
células quiescentes (81).

El estudio de la estructura primaria de ADN de la proteina Ki-67, mostro
una secuencia sin homologias significativas con ninguna otra secuencia antes
conocida (217); ademas esta secuencia muestra algunos rasgos inusuales.
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El centro del ADN de la proteina esta formado por un largo exén de 6.845
pares de bases (pb) compuesto por 16 repeticiones encadenadas (el Ki-67
“repeats’), las cuales contienen a su vez un elemento de 66 pb atamente
conservado (el Ki-67 “motif”). Hoy se sabe que este codifica el epitopo
reconocido por el anticuerpo Ki-67 (217).

El antigeno Ki-67 es rico en aminoécidos prolina y lising, y estos estan
distribuidos al azar; tienen més de 100 sitios potenciales de fosforilacion, y un
posible punto de union al ATP/GTP (adenosin trifosfato/guanidin trifosfato)
adyacente al carboxilo terminal.

1.4.2.2. Ki-67yciclocelular

Diversos autores han demostrado que la distribucién topogréfica del
antigeno Ki-67 es dependiente del ciclo celular (89). En lafase G; selocalizaen la
region perinuclear predominantemente, mientras que en las Ultimas fases del ciclo
celular se localizan dentro del niicleo, sobretodo en la matriz nuclear (248).

En las células en mitosis, cada cromosoma se rodea de una compleja
estructura visible a microscopio electrénico, que compone la capa
pericromosdmica, con una estructura distinta a la de los cromosomas y el
citoplasma. Todo & cromosoma esta recubierto por esta estructura, a excepcion de
la regién centromérica. La capa pericromosomica esta compuesta por proteinas
nucleolares, asi como por ribonucleoproteinas (RNP), algunas de las cuales han
sido identificadas e incluyen: proteinas de la matriz nucleolar (pericromina,
perifering), proteinas nucleolares (pericromonucleolina, antigeno Ki-67, proteina
B23, fibrilarina, p103, p52) y proteinas ribosomales (S1).

Durante la profase precoz, las proteinas se extienden desde el nucleolo hacia
la periferia del nacleo, donde hay unas estructuras que delimitan las éreas donde

se condensan los cromosomas.

Durante la telofase, las proteinas se asocian con las partes de los
cromosomas que quedan condensados y se acumulan en nucleolos nuevamente
formados en regiones donde la cromatina esta ya condensada (99).
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Utilizando técnicas de inmunomarcaje, al hacer el estudio con microscopia
nucleolar con laser confocal, se ha demostrado la acumulacién pericromosdmica
del antigeno Ki-67 (248).

Durante la metafase, el Ki-67 aparece como una estructura reticulada
alrededor del cromosoma, y durante la anafase y telofase, su inmunomarcaje
disminuye rgpidamente. Esto nos indica que la vida media del antigeno detectable
es de alrededor de unahora (21).

El antigeno nuclear Ki-67 se ha demostrado su presencia en lafase G.1, S,
G.2y M del ciclo celular. A diferencia de otras muchas proteinas asociadas con €l
ciclo celular el Ki-67 estd ausente en células en reposo Gy (79), y no es detectable
durante el proceso de reparacion de ADN (92). El contenido nuclear de la proteina
Ki-67 aumenta durante lafase S entre 5 y 6 veces, para posteriormente degradarse
durante la fase G, dél ciclo celular.

Dado que se ha demostrado consistentemente la presencia del antigeno
nuclear Ki-67 en todas las fases del ciclo celular, excepto en la fase de reposo;
este anticuerpo se ha considerado como un marcador de proliferacion que
identifica las células activadas o proliferantes y por tanto € grado de actividad
proliferativa. Igualmente se ha demostrado que los datos de tincidén nuclear para
Ki-67 coinciden con la determinacion de proliferacion celular mediante la
incorporacion de precursores de ADN marcados radiactivamente (78).

Por lo tanto, podemos decir que la presencia del antigeno Ki-67 esta
estrictamente asociado con €l ciclo celular y confinado al nicleo, habiéndose
asociado a esta estructura en el mantenimiento y/o regulacion del ciclo de division
celular, pudiendo jugar un importante papel, dadas sus caracteristicas fisico-

quimicas, en larotura del envoltorio nuclear previo ala mitosis.

1.4.2.3. Determinacion del antigeno Ki-67

La técnica que Gerdes et al (78) utilizaron para determinar el anticuerpo,
tenia el inconveniente de que solo podia ser utilizada en tejidos en fresco o en
congelacién, debido a que el epitopo que reconoce no resiste la fijacion rutinaria
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mediante formol y parafina. Muchos otros investigadores como Key (127), Shi et
al, (223), trataron de mejorar la técnica inicial de Gerdes et al, pero serian
Cattoretti et al (27) quienes en 1992, consiguieron tefiir los nicleos de las células,
en muestras de tgjido fijado en formol e incluido en parafina, utilizando un
proceso de calentamiento en microondas.

Con las técnicas actuales de inmunohistoquimica, el antigeno Ki-67 se
detecta a nivel nuclear independientemente del tipo celular en que se exprese y del
punto del ciclo celular en que se encuentre, excepto en las fases de mitosis que el
marcaje se extiende al citoplasmay en lafase Gy de reposo que esta ausente.

Actualmente se estan utilizando técnicas microscépicas y no microscopicas

para estudios de proliferacion celular. Entre ellas tenemos:
a) Técnicas no microscopicas.
- Citometria de flujo.

- Medicidn de incorporacion de nucledtidos radioactivos en
replicacion de ADN por recuento de liquido centelleante.

b) Técnicas microscopicas:
- Autorradiografia
- I nmunocitoquimica.
- Contgje de mitosis.

En general, las técnicas microscopicas son usadas para determinar en el
tgjido la cantidad de células y la localizacion de las células en proliferacion. Sin
embargo, las técnicas no microscopicas permiten un simple andlisis cuantitativo

de la proliferacién celular y crecimiento celular.

Las técnicas de autoradiografia, emplean fosforo radiactivo y timidina
tritiada, que son incorporadas a las células que duplican su ADN (fase S del ciclo
celular) y juegan un papel fundamental en el estudio del ciclo celular. Dada su alta

sensibilidad, estas técnicas permiten no sblo la localizaciéon de las células en
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replicacion en el tejido, sino que ademas también determinan varios pardmetros
cinéticos en células en renovacion. Sin embargo las técnicas que utilizan
nucledtidos radiactivos tienen algunos inconvenientes, como e peligro que
conlleva la manipulacion del material, o la imposibilidad de su aplicacion en
tgjido humano.

La identificacion de proliferacion, relacionado con antigenos, junto con la
produccion de anticuerpos especificos para su deteccion, abre nuevas perspectivas
en el estudio del ciclo celular. Asi, la deteccién inmunoguimica de antigenos de
proliferacion es facil de redlizar, répida y ademas de alta resolucion. Estos
métodos también se pueden utilizar para detectar marcadores enddgenos de
proliferacion tales como el antigeno Ki-67 y el antigeno de proliferacion nuclear y

pueden ser aplicadas en tejidos humanos.

Existen marcadores exdgenos de proliferacion, como el bromo y el yodo-
desoxiyuridina, los cuales han sido utilizados para obtener detalles cinéticos en
pacientes terminales, pero los efectos mutagénicos de estos nuclebtidos en células
eucariotas restringe su aplicacion en humanos.

Una interesante posibilidad que ofrecen los métodos inmunohistoquimicos
microscopicos es la deteccion simultanea de multiples antigenos en el mismo caso
0 en la misma seccion de tejido.

La técnica inmunocitoquimica y la citometria de flujo son técnicas
inmunoquimicas complementarias. Las técnicas inmunocitoquimicas demuestran
dénde y cuales son las células en proliferacion, pero la cuantificacion de los
resultados puede ser dificil o costar mucho tiempo su realizacion. La utilizacion
de técnicas de citometria de flujo, permite correlacionar la expresion del ciclo
celular relacionado con antigenos, con el contenido nuclear de ADN, el cual es el
pardmetro basico para evaluar la posicion de la célula en el ciclo. Ademas los
analisis de citometria de flujo, proporcionan facilmente detalles cuantitativos. Sin
embargo puede perderse alguna informacion concerniente a la posicién de la
céluladentro del tejido.
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Método inmunohistoquimico utilizando el anticuerpo Mib-1, reconoce el
antigeno Ki67 en material fijado e incluido en parafina, por lo que resulta idéneo
para calcular la fraccion de proliferacién de una poblacidon celular. Al utilizar
dichos anticuerpos se expresa el antigeno Ki 67 en el nlcleo de las células
positivas. Este sistema aporta rapidez y sencillez técnica y permite la aplicacion

de andlisis de imagen para cuantificar la fraccion de proliferacion (41).

I nmunohistoquimicamente actualmente se utiliza el anticuerpo Mib-1 para
la demostracion del antigeno Ki 67 en secciones incluidas en parafina La
localizacion de la proteina es a nivel del nicleo independientemente de la extirpe
celular en la que se expres, y del punto del ciclo celular en que se encuentre, a
excepcion de la fase Gy en la gue como ya hemos sefialado se encuentra ausente, y
en la fase de mitosis en la que el marcaje se extiende al citoplasma. El patron de
tincion nuclear es habitualmente granular, con reforzamiento nucleolar ocasional
(232).

En los dltimos afios, se estén realizando multiples estudios respecto a la
proliferacion de diferentes tumores buscando implicaciones tanto diagnésticas

Como pronosticas.

1.4.2.4. Expresion deKi-67 en algunos tumores

El marcador de proliferacion Ki-67 ha sido demostrado a nivel nuclear en
multiples tumores, como en el carcinoma de mama (4), carcinoma colo-rectal
(197), linfoma de Hodgkin (80), tumores de piel (232), € carcinoma de cérvix
(76).

El aspecto més interesante del estudio de la determinacion de la expresion
del antigeno Ki-67, reside en la posibilidad de poderlo establecer como factor
pronégtico en diferentes neoplasias. Ademas también se ha relacionado con otros
factores, tanto clinicos como histolégicos, que influyen en el prondstico de los
tumores (127).

Al revisar la bibliografia existente sobre el indice de proliferacion Ki-67,
hemos encontrado algunos estudios en relacion con algunos tumores, pero
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desgraciadamente no hemos podido localizar ninguno en que estudiara larelacion
entre este marcador y el carcinoma endometrial, a cual nos referimos en nuestra
investigacion.

Soyer (232) investigd sobre la relacion del indice de proliferacion Ki-67 en
tumores de piel. Para ello utilizé una muestra de 145 tumores melanoticos, de los
cuales 38 eran nevus, 72 melanomas primarios y 35 melanomas malignos con
metastasis. Todos ellos fueron teflidos con anticuerpo monoclonal Ki-67 con la
técnica de los tres pasos de inmunoperoxidasa y se valoré a nivel de positividad
de Ki-67 en el nlcleo. Determiné que cuanto mayor es el grado de densidad de
Ki-67, mayor es el grado de malignidad de los tumores melanéticos. Encontrd
también una relacion significativa con el indice de Breslow, €l nivel de invasidon
de Clark’sy el grado de mitosis.

Por otro lado demostré que existian diferencias significativas entre el indice
pronégtico Ki-67 y la supervivencia libre de enfermedad y el mismo indice con la
aparicion de metéstasis.

Después del seguimiento de los pacientes durante 24 meses, encontré que
cuanto mayor era la expresion de Ki-67, menor era la supervivencia 'y ademas era

mas frecuente encontrar metastasis

Garzetti et al (76) estudiaron el significado pronéstico de la inmunotincién
con Mib-1 y el carcinoma cervical escamoso estadio |, con respecto al tamafio
tumoral, la propagacion linféticay secuencias clinicas.

Por otra parte investigaron también la posible relacién entre el indice Mib-1
y la actividad de los Natural Killer. Para su estudio utilizaron 34 casos con
carcinoma cervical escamoso estadio |, y encontraron una relacion significativa
entre lainmunotincién Mib-1 con el tamafio tumoral. En particular, los tumores de
tamafio mayor de 3 cm tenian un mayor indice de Mib-1, comparando con los
tumores menores de 3 cm. Ademés se encontrd relacion significativa entre el
indice de proliferacion y la extension linfética. Por € contrario, no se comprobo
relacion entre a grado de diferenciacion histologicay lainmunotincién Mib-1.
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Por otra parte, el andlisis de Cox mostro una relacién significativa entre la
inmunotincion 'y el tiempo de supervivencia libre de enfermedad,
independientemente del tumor y lainvasion linféicay vascular.

En resumen, se encontré correlacion significativa entre tamafio tumoral,
invasion vascular y linfética y supervivencia libre de enfermedad. No se demostro

relacién respecto al grado histoldgico.

Wintzer et al (259) estudiaron larelacion entre el marcador de proliferacion
Ki-67 (Mib-1) y la mama, tanto en la mama sana, como con lesiones benignas y
malignas. Sus resultados determinaron que la positividad de Ki-67 era mas baja
para los tejidos normales y benignos que para los carcinomas. Ademas, dentro de
los carcinomas resultd que la positividad a dicho marcador aumentaba conforme
mayor era el tamafio del tumor, mayor era el grado del tumor y cuando los
ganglios linféticos estaban afectados.

Sin embargo no encontraron relacion entre el Ki-67 y el tipo histologico, ni
con el estado premenopausico, perimenopausico o postmenopausico o con las
metéstasis.

Por otra parte, sus resultados mostraron que € Ki-67 se correlacionaba

inversamente con el nivel de progesterona (RP).

Respecto a la asociacion de estos marcadores con la supervivencia no
pudieron establecer si habia 0 no asociacién, ya que segin el método estadistico
gue utilizaban, obtenian diferentes resultados.

Gerdes (80) relacion6 el marcador Ki-67 con los linfomas no-Hodgkin, y

determind que dicho marcador tiene valor prondéstico en dichos linfomas.

Porschen et al (197) estudiaron el marcador de proliferacion Ki-67 en los
carcinomas colorectales, pero no encontraron relacion entre dicho marcador y
otros parametros clinico-patoldgicos, como la edad, el sexo, €l tamafio del tumor,
ladiferenciacion tumoral o el estadio del tumor. Tampoco encontraron diferencias

entre la zona periférica del tumor, la zona intermedia o la zona central.
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1.4.3. PROTEINA SUPRESORA TUMORAL P53

La molécula P53 fue descrita por primera vez en 1979 por Lane y Crawford
(146, 24) como una proteina de 53 KDa de origen no virico, presente en células
transformadas por € virus SV40 (Simian Virus 40), y desde el comienzo se
relaciono con la transformacion celular (24).

Pronto otros autores como Liezer (24, 162), confirmaron este estudio.
Ademas, también se encontré esta proteina en células infectadas por el virus
Epstein Barr (EBV) (24, 164) y por adenovirus (24, 215), asi como en células
transformadas por medios fisico-quimicos (24, 47) y en células tumorales

primarias (24).

Por otra parte la P53 se encontré en células normales no transformadas
como timocitos y células embrionarias. Aunque los niveles son muy bajos en
comparacion con los encontrados en las células transformadas. Este hallazgo hizo
pensar que la presencia de la P53 no sdlo se limitaba a la transformacion celular,
sino que también debia tener una funcion habitual dentro de la fisiologia celular
(24).

Esta proteina se expresa en todas las células del cuerpo, encontrandose los
niveles mas elevados en el timo, los testiculos y el ovario (6rganos que tienen un
sistema activo de recombinacion) (158).

La proteina P53 se encuentra en escasa cantidad en las células normales
debido a su corta vida, entre 6 y 20 minutos dependiendo del tipo celular (24,
185). Asi, la P53 mediadora de la actividad transcripcional se encuentra baja o
ausente en células normales (158).

En el afio 1983 se clond y secuencid el gen de la P53 de ratdn (24, 186) y un
afno mastarde se aislo el gen humano (24, 166).

El gen p53 humano, comprende 20 KB de ADN en el brazo corto del

cromosoma 17 en posicion 17p13.1 (158). Este hallazgo permitio relacionar este
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gen con diferentes patologias en las que existia evidencia de alteraciéon de este

cromosoma. El gen estd formado por 11 exones.

Inicialmente la P53 fue considerada una oncoproteina. A partir de 1989
Green (87) sugiri6 laposibilidad de que la P53 fuese en realidad un miembro de la
familia de los antioncogenes, (tumor supresor de genes, oncogén recesivo o
antioncogeén), familia integrada basicamente por el gen del retinoblastoma (RB)
(24, 87).

La diferencia esencial entre un oncogén y un antioncogén consiste en que
mientras en el primer caso es la presencia del producto lo que determina la
transformacion (oncogén dominante); en el segundo, la causa del proceso de
transformacion es su ausencia o inactivacion (oncogén recesivo) (24).

La existencia de este tipo de genes se sospechaba desde principios de la
década de los setenta (24, 131). Esta suposicion estaba basada en estudios de
genéticaclasica, ya que los pacientes con retinoblastoma hereditario heredaban un
alelo mutante inactivo (24, 132). Por lo tanto, € tumor aparece cuando el aelo

normal sufre una delecion o una mutacion que lo inactive.

A mediados de la pasada década se identificd el gen responsable de la
susceptibilidad para padecer retinoblastoma: el gen RB (24, 71). Posteriormente,
se demostré que la inactivacion del gen RB también puede contribuir a la génesis
de otros tipos de neoplasia como osteosarcomas, carcinoma de pulmoén, mama y
vejiga (24, 71, 108).

La capacidad del pl05-RB como antioncogén quedé patente cuando se
demostré que lareintroduccion de un gen RB normal en células de osteosarcoma
y retinoblastoma suprime el fenotipo neopléasico (24, 109).

La pl05-RB se identificO como una de las dianas celulares de los virus
oncogeénicos, principalmente adenovirus y SV40, al igual que ocurre con la P53.
En el caso del virus SV40, el antigeno T forma complejos tanto con P53 (24, 146,
162) como con pl05-RB (24, 46). Los adenovirus poseen dos oncogenes

dominantes, E1A y E1B, que interaccionan con p105-RB y P53 respectivamente
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(24, 215, 258). Para Green, uno de los mecanismos por los cuales estos virus
inducen transformacion seria el secuestro de estas proteinas celulares mediante la
formacion de complejos con ellas.

Al revisar los clones de p53 utilizados en los experimentos de
cotransformacion (24, 119, 191) se ha demostrado que eran variantes con
mutaciones puntuales, lo que ponia en cuestion los experimentos de
transformacion realizados hasta el momento. Paralelamente, se realizaron otros
estudios de transfeccion, llevados a cabo con las variantes normales no mutadas
(Wild-tipe) que han demostrado ser incapaces de inducir inmortalizacion o

cotransformacion con el oncogén ras (24, 171).

Las formas mutantes del gen p53 parecen diferenciarse de las normales en
los siguientes aspectos. a) la capacidad de unién al antigeno T de SV40 disminuye
0 desaparece; b) formacion de complejos con la proteina de 70 KDA de la familia
heat shock proteins, hsc70, y c) en el caso murino, desaparece el epitopo
reconocido por el anticuerpo monoclonal Pab246 (24, 65, 236).

Varios grupos han demostrado que estos mismos p53 mutantes que forman
complejos con la proteina hsc70 son capaces de formar complejos estables con la
P53 normal (24, 57, 135). Las mutaciones se localizan en una de las zonas méas
conservadas de la proteina, es decir, en una zona de probable importancia para su
actividad bioquimica.

1.4.3.1. Estructuradela proteina P53

La P53 es una proteina fosforilada de 53 KDA, de localizacion nuclear y
con una secuencia conocida de 393 aminoécidos. Una caracteristica de esta
proteina es su alto contenido en prolina (10%), que es responsable de la diferencia
observada entre el peso molecular real (43-45 KDa) y su movilidad
electroforética, mucho més lenta que la que le corresponderia por su peso (50-54
KDa) (24, 267).

La proteina P53 humana es heterogénea, mientras que la P53 murina tiene
una movilidad electroforética homogénea. La P53 humana se presenta bajo la
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forma de dos proteinas que migran con diferente movilidad, pudiendo coexistir
ambas formas en una misma célula, como ocurre con ciertas lineas celulares
linfoides (24, 37, 240).

Pogteriormente se descubrié que la diferencia observada en la movilidad
electroforética de la P53 humana es debida a la existencia de dos alelos, que se
distinguen por la presencia de una arginina o una prolina a nivel del residuo 72.
La presencia de una prolina en esta posicion hace que la proteina migre méas
lentamente que cuando se trata de una arginina (24, 95, 167), mientras que la
presencia de un doblete de P53 en la misma célula se explica por la coexistencia
de dos alelos diferentes en ella.

Los 393 aminoéacidos estan distribuidos en 11 exones. Las regiones que
codifican las proteinas se extienden desde el principio del exon 2 hasta el primer
tercio del 11 (93, 24). En las regiones codificantes se encuentran cinco dominios
altamente conservados que estan codificados por losexones 2, 4, 5, 7'y 8, que son
esenciales para la actividad funcional de la P53 y es donde se producen la mayoria

de las mutaciones.

Posee un nlcleo hidrofébico altamente conservado, flanqueado en los
terminales amino y carboxi por otros dominios de mayor carga. La porcién central
tiene una conformacion flexible y es donde se localiza el lugar de unién para el
antigeno T del SV40. Los dominios de unién al ADN, localizados en el carboxi
terminal y encargados de la transcripcion, probablemente, quedan fuera de las
zonas donde mas frecuentemente se producen las mutaciones, pero seguramente,
con estas se altera la conformacion nativa de la proteing, la cual es esencial para
una funcién apropiada de la misma (68).

La proteina P53 tiene la capacidad de formar polimeros por si misma,
funcion que reside en el término carboxilo, de interactuar con algunas
oncoproteinas viricas (proteina T del virus Simio 40 o SV 40, la E1 del
adenovirus, la E6 del virus papiloma humano) y de interactuar con proteinas
celulares (la proteina del shock por calor 70 o hsp70, la murina double minute 2 o
MDM-2). Edas interaciones afectan a la actividad de la P53 y/o a su degradacion.
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Al ser la P53 una proteina fosforilada tanto en el término amino como
carboxilo, la fosforilacion en los diferentes residuos aminos se realiza mediante
varias proteinkinasas. Los diferentes fenotipos inmunolégicos de la P53 hallados
en las células tumorales humanas podrian estar causados por diferencias en la
fosforilacion de la P53.

La P53 se ha encontrado en todos los vertebrados estudiados pero no en
otras especies (156).

La proteina P53 esta dividida en tres estructuras y dominios funcionales. El
residuo del aminoécido terminal 1-42 interactUia con la maguinaria transcripcional
de la célula. Cuando los residuos 1-42 se unen con una proteina (gal 4) que
contiene un dominio de union a ADN, la proteina hibrido intensifica la
transcripcion de un gen test, conteniendo secuencias de gal4, unido a ADN. Los
residuos de P53 aminoécidos 22 y 23 que mediante este contacto con los
componentes de la transcripcion basal en una célula son residuos los cuales se
unen a una TATA uniendo factores asociados a proteinas o TAF de 31,000 MN
(TAF-31). Asi, el residuo amino terminal P53 contacta € componente de la
proteina TAF-31 de la TFIID factor basal de la transcripcion y regula
positivamente la transcripcion de esta forma.

1.4.3.2. Funcionesde la proteina P53

La proteina P53 se ha asociado con multiples funciones a parte de su papel
oncogénico. Se le ha implicado en casi todas las formas de estimulacion e
inhibicion del crecimiento celular con funciones especificas, dependiendo de las
especies y tejidos estudiados.

Parece ser que la P53 es reguerida en los pasos mas precoces de la
induccion de la proliferacion celular (147).

También es una proteina reguladora de la transcripcion, capaz tanto de

estimular como reprimir la expresion de diversos genes (148, 157).
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Ademas, la P53 se une directamente a ADN, en una forma especifica, 1o
gue influye indirectamente, en la expresion génica mediante la interaccion con

otros factores de transcripcion.

El gen supresor es muy importante en la induccion de apoptosis, (muerte
celular programada). La P53 actia a nivel del ciclo celular permitiendo la
reparacion del ADN cuando este ha sido dafiado. En el caso de que no sea posible
lareparacion, las células dafiadas son inducidas hacia la apoptosis (105).

Sin embargo la P53 mutada es inefectiva para producir apoptosis y se puede
detectar en gran nimero de tumores principalmente carcinoma, y ademéas se

asocia con un peor pronostico.

Bgjo la influencia de citoquinas propias, también se ha asociado con la
induccién de la diferenciacion (233). Segun estudios in vitro, podria regular €l
envejecimiento celular o senescencia (222).

Una de las principales funciones con gque se ha relacionado la P53 consiste
en una superimposicion sobre otros niveles del control del ciclo celular. Esto ha
sido sugerido por e hecho de que la P53 se encuentra solo en vertebrados y
ademas por su aparente falta de funcién, esencial durante el desarrollo

embrionario normal.

Debemos sefidlar también, algunas de las acciones de la P53 en su papdl de
monitor de la proliferacion celular y del ciclo celular y como determinante de la
respuesta al dafio del ADN, como son:

- Activacion transcripcional de diversos genes. mdm-2 (murine double
minute), el cual realiza un control de realimentacion negativay neutraliza
un aumento de los niveles de p53, el gadd-45, el waf-1/cip-1, gen que
codifica la proteina p21, capaz de detener el ciclo celular.

- Unidn a proteina murina double minute-2 (MDM-2) para formar un

complejo inactivo.
- Activacion de la creatinkinasa muscular.
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- Posible supresiéon de la transcripcidon de una serie de genes mediante la

inactivacion de factores de transcripcion.

- Unioén no especifica a diversas regiones del ADN de cadena Unica, como
el que existe en regiones de reparacion de ADN o en horquillas de
replicacion, favoreciendo la reparacion de los pares de bases.

A pesar del gran nimero de funciones asignadas a la P53 alin queda por
establecer larelevancia de cada una de ellas.

1.4.3.3. Mutaciones del gen p53

Las mutaciones del gen p53 actualmente se considera que es la alteracion
genética mas frecuente en la patologia tumoral humana.

Mutaciones de este gen se han encontrado en diversos tumores como, mama
(241), pulmén (181, 17), colon (10, 201), esofago (251), higado y vejiga (58),
ovario y cerebro (116) y endometrio (22, 235). Ademas, se ha encontrado esta
aberracion genética en algunas lesiones premalignas (139).

La mutacién del gen lleva consigo la sintesis de una P53 mutante sin control
alguno sobre la proliferacion celular. La delecion del gen con ausencia de sintesis
de p53 tiene consecuencias similares. Una de las particularidades del gen p53 es el
caracter dominante de sus mutaciones/deleciones.

Los genes supresores tumorales se caracterizan de forma genérica por su
caracter recesivo, por ello precisan mutacion y/o delecion de ambos alelos para
dejar de gecutar su accion. Sin embargo, € gen p53 es una excepcion a esta
norma porque la alteracion de uno de los alelos es suficiente para perder su
funcionalidad; incluso la mutacion de uno solo de sus 393 aminoacidos puede
alterar su capacidad vigilante (134).

Actualmente se cree que sOlo las mutaciones que alteran la funcién
supresora de la P53 de forma recesiva y ademés se acompafian de la pérdida de

otro aelo, o las mutaciones en un solo alelo con efecto dominante oncogénico o
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dominante negativo, podrén tener una influencia significativa en el fenotipo

celular.

La importancia de la P53 radica en la estructura de la proteinay el efecto de
mutaciones con sentido alterado (missense mutations) en su actividad. Es decir, en
la mayoria de las proteinas la sustitucion de un solo aminoécido conlleva, una
disminucion o una pérdida total de actividad, en cambio mutaciones puntuales en
sitios especificos de la P53 pueden producir tanto un aumento de su actividad
como la apariciéon de nuevas funciones, y en concreto funciones potencialmente
oncogeénicas (237). Por tanto, la probabilidad de que se active este gen como
resultado de una mutacién al azar, es mucho mayor que en otros genes, los cuales
requieren mutaciones multiples independientes para que se desarrolle su actividad

0 capacidad oncogénica.

Como ya hemos dicho la mayoria de las mutaciones de la P53 son
mutaciones puntuales (missense) (94) a nivel de los dominios mas altamente
conservados del gen, localizados entre los exones cuarto a noveno.

Se ha planteado la posibilidad de que precisamente las mutaciones que
proporcionan sentido alterado (missense) en estas localizaciones, se
correlacionarian  con  una mayor expresion en la determinacion

inmunohistoquimica de la proteina P53 mutada.

Ademas, dentro de la proteina, se ha demostrado que hay una secuencia de
aminoécidos localizados entre los residuos 234 y 258, que son particularmente
sensibles a mutaciones relacionadas con la carcinogénesis (106, 194).

Las mutaciones se encuentran localizadas preferentemente en algunos de
estos exones, aungue varian segun las areas geogréaficas (64). Asi, en Estados
Unidos, la mayoria de las mutaciones se han encontrado en el exén 7; en el Reino
Unido en el exén 4 y en Japdn en los exones 5 y 8. Estas diferencias podrian ser
debidas a carcindgenos diferentes segin las regiones, asi como a diversos
cofactores ambientales.
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También se han encontrado diferencias en la mutacion puntual de los
aminoacidos. En el carcinoma hepatocelular, es frecuente la mutacion del codon
249 en la que se produce una transversion guanina = tirosina (G = T), la cual se
sabe que es causada por la exposicion a la aflatoxina B1, mutédgeno especifico del
higado.

Esta dteracion se ha observado en un 81% de los pacientes con
hepatocarcinoma de China, Indonesia, Africa, y Thailandia, pero solo en un 11%
de los pacientes con hepatocarcinoma de Alemania, Japén, Estados Unidos y
Taiwan (158, 106).

En el carcinoma de pulmdn es frecuente la mutacién del aminoécido 157 en
donde se produce una transversion G = T que se cree es debida a la exposicién a
benzopirina, un componente de los cigarrillos (158).

Otras alteraciones encontradas en las mutaciones puntuales de los
aminoécidos han sido: en el carcinoma de colon a nivel del codon 175, en el
ovario a nivel del codon 273, y en el carcinoma de mama a nivel del codon 175
(158).

En la mayoria de los tumores con un alelo mutante del p53, el estudio del
brazo corto del cromosoma 17 revela que durante el desarrollo del tumor el alelo
normal del p53 se pierde, mientras que el alelo mutante se conserva (pérdida de
heterocigocidad), 1o que indica que se requiere la inactivacion completa de la
funcion del p53 normal para la transformacion maligna y que la forma mutante
del gen da una ventaja sobre el crecimiento de las células malignas (68).

Los lugares en los que se detecta una mayor frecuencia de mutaciones se
denominan “manchas calientes de mutacion” (“hot spots’). Se ha visto que existe
relaciéon entre las “manchas calientes’ de dafio del ADN, la capacidad para reparar
el ADN y las manchas calientes de mutacion (220).

Una mutacion del gen p53 puede también ser heredada y en algunas familias
pasa a través de su linea germinal. Estas familias tienen una alta incidencia de
canceres y han sido identificados algunos tumores como el sarcoma, en edad
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temprana. También se ha visto en sujetos con sindrome de Li-Fraumeni, el cual se
manifiesta en familias enteras con multiples tumoraciones en diferentes tegjidos
(156, 158, 130).

En estudios con ratones a los que se ha inducido la mutacion en todos sus
genes p53, se ha visto que todos elos han desarrollado cancer en un periodo entre
3y 6 meses (158, 53).

Todos estos datos han llevado a afirmar |a posibilidad de que puede haber
mutacion del gen p53 de forma heredada o constitucional, lo que podria explicar
la predisposiciéon de algunos individuos a desarrollar canceres (54, 68).

A pesar de todos los estudios realizados aln no se puede descartar que las
mutaciones heredadas tengan diferentes propiedades que las adquiridas.

1.4.3.4. El ciclocelular yla proteina P53

El ciclo celular esta regulado por una compleja asociacion de moléculas
reguladoras, entre las cuales se identifica a las ciclinas como las principales
proteinas, asi como sus enzimas las kinasas dependientes de ciclinas (CDKs, CDK
inhibidorasy otras proteinas).

La proteina P21 se une a las kinasas inhibiendo su accion mediante la
inhibicion de la activacion de la ADN polimerasa delta, de esta manera, impide la
liberacidn del factor de transcripcion que permite la sintesisdel ADN y ladivision
celular (165, 200). Esta unién permite reparar el ADN antes de que la célula se
dividay previene lareplicacion de un ADN dafiado.

La proteina fundamental responsable de activar el gen que codifica la P21,
el waf Ucipl, esla P53 (165, 40). Lasintesis de P21 (waf 1/cipl) es inducida por
la acumulacion de la proteina P53, en respuesta al dafio del ADN (256).

A la P53, dentro del ciclo celular, se le ha considerado como un sensor
molecular de laregulacién del crecimiento celular.
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La accion principal de la P53 se desarrolla a nivel de la fase G; del ciclo
celular, impidiendo la entrada en la fase S (sintesis de ADN) y ayudando a
asegurar Unicamente lareplicacion del ADN intacto.

Se han encontrado niveles elevados de estas proteinas y de su RNAm en la
fase tardia de G; o incluso en los periodos de transicion Go/G; y G4/S, sugiriendo
un papel importante en la progresion celular desde su estado de reposo Go, a una
division activa S y por tanto en la sintesis del ADN (206, 169). En fases
posteriores es dificil lavaloracién, ya que la proteina se deteriora rgpidamente.

La integridad del genoma se mantiene gracias al trabajo de las actividades
celulares que evallan el estado mismo en un determinado punto y en un
determinado momento, emitiendo sefiales para continuar o parar la progresion del
ciclo celular y permitir lareparacion del ADN dafiado.

En el ciclo celular hay a menos dos puntos que se encuentran bajo control
genético y se regulan en respuesta al dafio del ADN. Estos son las transiciones
entre las fases G;-S y entre las fases G,-M (149).

En estas transiciones hay puntos de control en los cuales las células retrasan
su progresion en €l ciclo celular para permitir la reparacion antes de entrar en la
fase S (en los casos en los que el dafio pudiera ser perpetuado), o bien en la fase
M (si larotura pudieraresultar en la pérdida de material genético) (256).

Los puntos de control del ciclo celular son, por tanto, mecanismos de
control de vigilancia que pueden detectar e dafio del ADN y caminos de
transduccion de sefiales que transmiten y amplifican la sefial hacia lareplicacion o

la segregacion de mecanismos y actividades en la célula.

Muchos de los hechos que conllevan la progresion hacia el punto de control
G, son intracelulares, como por gemplo, la terminacion de la sintesis del ADN.
Sin embargo, €l paso G; a S esta controlado por procesos extracelulares tanto en
sentido positivo como negativo, como por gemplo, la union de proteinas
reguladoras del crecimiento areceptores de la membrana celular (5, 149).
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La P53 no es esencial para la progresion de la célula a través del ciclo
celular y tampoco tiene un papel relevante en los procesos de desarrollo y
diferenciacion celular en condiciones fisiol6gicas. Esto se ha demostrado
mediante la obtencion de ratones genéticamente modificados en los que no se
expresa este gen y la observacion de que su desarrollo es normal (96). Sin

embargo, la P53 regula negativamente €l crecimiento y ladivision celular (165).

La gran diferencia observada entre los ratones que no expresan P53 y los
ratones normales es que los primeros son mucho més susceptibles al desarrollo de
tumores y poseen un comportamiento probablemente mas agresivo del esperado
(96).

Esto confirma el papel de la proteina P53 como supresora de la
transformacion neoplasica celular. La P53, mediante su unidon a secuencias
especificas de ADN, es capaz de inhibir la transcripcion de genes adyacentes y asi

prevenir la proliferacion celular incontrolada (82).

Un exceso de P53 normal en la fase G; tardia del ciclo celular impediria el
paso alafase S. También es posible que niveles normales de P53 puedan actuar
en otros momentos del ciclo celular regulando negativamente la division celular.
A pesar de esta influencia reguladora parece poco posible que la ausencia o
pérdida de la P53 normal por si sola, sea suficiente para desencadenar una
division celular incontrolada. De hecho, algunas células tumorales pueden
presentar una pérdida de su integridad gendmica a pesar de tener los dos alelos del
P53 normales, |0 que sugiere que debe haber vias alternativas que permitirian

saltar el papel de guardian del genoma de la P53.

La expresion de la proteina P53 esta regulada en células no transformadas,
por €l propio “turnover” de la proteinay por los niveles de su RNAm. Las células
transformadas tienen alterada esta regulacion lo que supondria una alteracion del

control de la divisidon de dichas células.
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1.4.3.5. Determinacién inmunohistoquimica de la P53

La proteina P53 ha sido objeto de numerosos estudios inmunohistoquimicos
en los ultimos afios. Ello se ha debido principalmente a la disponibilidad de varios
anticuerpos monoclonales y policlonales, la mayoria de ellos con posibilidad de
uso en tejidos incluidos en parafina.

De forma genérica se ha aceptado que la proteina detectada con estos
anticuerpos era la forma mutante, ya que el incremento en su vida media es capaz
de causar una acumulacion nuclear detectable con métodos inmunohistoquimicos
(255).

Poseemos muchos anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales,
frente a epitopos diferentes de la proteina P53, y su reconocimiento puede verse
afectado en gran medida por la conformacion de la proteina.

Algunos anticuerpos tienen mas afinidad por la proteina normal (Mab 421),
otros por algunas formas mutadas (Pab 240 y Mab 240) y otros reconocen ambas
(Pab 1801, Mab 1801, Pab 421, CM-1, DO-1,2y 7, BP53-12).

Hay que tener en cuenta, que al igual que en todos los procedimientos de
laboratorio, y en concreto en inmunohistoquimica, las condiciones de fijacion y
procesamiento de la muestra, el anticuerpo utilizado y la técnica empleada pueden
inducir variaciones en €l resultado final (66).

1.4.3.6. Estudios dela expresion de la proteina P53 en carcinomas
de endometrio

Ito et al (114) investigaron la posible relacion entre la sobreexpresion de la
proteina P53 y el prondstico del carcinoma de endometrio. Para ello estudiaron
221 casos de cancer endometrioide. Encontraron una relacion estadisticamente
significativa entre la sobreexpresion de P53 y la recurrencia de enfermedad.
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Al realizar un estudio multivariante, se encontrd que la sobreexpresion de
P53 era un factor de riesgo independiente cuando lo comparaban con el estado
clinico, e grado nuclear y la edad de las pacientes.

Para estos autores sus descubrimientos indican que la sobreexpresion de P53
puede ser un importante instrumento para identificar pacientes con alto riesgo de
recurrencia, quienes de otra forma no son detectados por la clinica general y la
evaluacion patoldgica, especialmente en tumores en estado precoz. Por tanto,
podria servir para planear el seguimiento y tratamiento de estos tumores.

Hamel et al (93) estudiaron el valor prondstico de la expresion de P53 y del
antigeno de proliferacion nuclear celular (PCNA). Revisaron 221 casos de
carcinoma de endometrio. En su estudio no encontraron evidencias que concluyan
gue la supervivencia libre de enfermedad difiera con respecto a la expresion de
PCNA.

Por el contrario, la intensa expresion de P53 (66% o0 mas del area nuclear
tefiida) fue significativamente asociada con compromiso del tiempo de
supervivencia libre de enfermedad. Ademas la intensa expresion de P53 fue
significativamente asociada con otros indicadores pronésticos, incluyendo el
estadio, € grado, la profundidad de invasion miometrial, el subtipo histolégico, la
ploidiadel ADN y laexpresion de HER-2/neu.

Estudios multivariantes realizados identificaron cuatro factores pronésticos
independientes para el tiempo de supervivencia libre de enfermedad en el
carcinoma de endometrio: la intensa expresion de p53, € subtipo histoldgico, el
estado de ploidia de ADN y la expresion de HER-2/nevu.

Llegaron a la conclusion de que cuando ninguno de estos cuatro factores
prondgtico estaban presentes de forma independiente, la supervivencia a los cuatro
anos era del 96%. Por € contrario, la supervivencia es del 63% cuando uno de
estos factores esta presente (P<0°001) y del 40% cuando dos 0 mas factores estan
presentes (P<0"001).
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Yu et al (265) estudiaron también la expresion del antigeno de proliferacion
celular nuclear y de la proteina P53 en el endometrio humano con alteraciones
benignas y malignas. La inmunotincion del PCNA mostraba que la proporcion
media de células epiteliales glandulares era significativamente menor en
hiperplasia atipica que en adenocarcinoma invasivo. La inmunorreactividad de
P53 fue detectada en el 47% de los adenocarcinomas invasivos, y en una pequefia
proporcion de endometrios que mostraban hiperplasia simple e hiperplasia atipica,
en estos casos de hiperplasia la tincion solo fue focal.

Strang et al (235) estudiaron la mutacion de la proteina P53 como un
predictor de supervivencia en cancer de endometrio. Estudiaron 183 mujeres con
carcinoma de endometrio, de ellas un 55% fueron negativas, un 15% mostraron
tincion débil, un 2% tincién moderada 'y un 28% fuerte.

La expresion fuerte de P53 (>75% de tincion celular) fue més frecuente en
carcinomas papilares serosos de Utero y en carcinomas de células claras que en
otros subtipos de tumores de endometrio (P<0"001).

También mostraron una fuerte expresion de P53 los tumores pobremente
diferenciados (P<0'01) y los tumores con grado nuclear 3 (P<0°0001). En andlisis
multivariantes la fuerte expresion de P53 fue altamente predictivo de peor
supervivencia con una P= 0"006.

Asi, encontraron tanto en estudios univariantes como multivariantes que la

fuerte expresion de la P53 nos indica un peor pronogtico.

Kohler et al (133) estudiaron la sobreexpresion y mutacion de la P53 en el
cancer de endometrio. Para ello estudiaron 107 pacientesy vieron que se producia
sobreexpresion de la proteina P53 en el 20% de los adenocarcinomas de
endometrio. En los tumores que expresaban P53, la mayoria de las células
epiteliales malignas mostraron tincién nuclear y las células del estroma que

rodean al tumor eran siempre negativas.

En los casos con endometrio benigno no se observé sobreexpresion de P53.
Se vio que la sobreexpresion era mayor en los casos de peor prondstico: con
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citologia peritoneal positiva, tumor con extension dentro del endocérvix,

metéstasis extrauterinas, etc.

Bur et al (22) también estudiaron la expresion de P53 en neoplasias del
cuerpo uterino. Encontraron que la P53 se expresa en carcinomas endometriales y
sarcomas y encontraron que los casos de fuerte expresion de P53 correspondian a
los casos con estadio avanzado y alto grado. Ademas, observaron que detectaron
mas frecuentemente en carcinomas papilares serosos que en carcinomas

endometrioides de cuerpo.

Riethdorf et al (208) evaluaron la presencia y distribucién de la P53 en
adenocarcinomas endometrioides de diferentes grados y estadios, y la compararon
con endometrio normal y con varios grupos con diferentes grados de hiperplasia.
Los casos de endometrio normal fueron negativos para la P53. Con el incremento
de grado de malignidad aumenta € acumulo de P53. Encontraron un rango de
positividad del 9% al 18% en hiperplasias, hasta un 25% en carcinomas de grado
bajo 0 G.1, y hasta un 69% en carcinomas de alto grado G.3. Este incremento
también se vio cuando se estudiaba por estadios (Ia 17%, Ic 72%).

Kihana et al (128) estudiaron la relacion entre la mutacion y la pérdida de
alelos del gen p53 en el carcinoma de endometrio. Investigaron la alteracion del
gen p53 en resecciones quirdrgicas de carcinoma de endometrio y demostraron
gue €l gen p53 era un marcador genético significativo de un peor prondgtico para
pacientes con este tumor. Examinaron la incidencia de ambas mutaciones del gen
p53 entre el exon 5 al 8, y la pérdida del alelo del locus del gen p53. Sblo
examinaron la mutacién del gen p53 en el exon 5-8 porque e 95% de las

mutaciones se encuentran en esta region.

Como conclusion estos autores sugieren que la ateracion del gen p53, las
mutaciones y la pérdida de heterocigocidad, pueden acumularse a través de varios
pasos de la tumorogénesis endometrial, con genes alterados que causan mayor
agresividad en el desarrollo del tumor y peor pronéstico.

Por otro lado, Zheng et al (268), hicieron un estudio para ver la
sobreexpresion de P53 y la persistencia de bcl-2 en carcinoma de endometrio.
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Compararon el carcinoma papilar seroso y el carcinoma endometrioide. Para ello
recogieron 42 casos, de los cuales 21 eran carcinomas papilar serosos y otros 21
carcinomas endometrioides. Para cada uno de los 42 casos utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas para P53 y bcl-2.

Al comparar los carcinomas endometrioides (28°6% positivos) y los
carcinomas papilares serosos (71% positivos), se vio una diferencia significativa
en la sobreexpresion de P53 (P=0005). No se encontraron diferencias
significativas a comparar el grado nuclear de ambos tumores con la
sobreexpresion de P53. Sin embargo si que se aprecid que en los carcinomas
papilares serosos habia un brusco cambio en las glandulas morfolGgicamente
benignas que no se tefilian, en comparacion con las regiones intraepiteliales del
carcinoma con una positividad nuclear de P53 uniforme.

Por otra parte se observé en los carcinomas endometriales que habia
diferencias significativas en la inmunotincion con P53 entre tumores en estadio
precoz y estadio tardio (P=0"01).

Estos autores sugirieron gue las alteraciones de P53 pueden ser un suceso
precoz en el desarrollo de carcinomas papilares serosos, y pueden también
relacionarse con su agresividad clinica. En cambio, esto es un acontecimiento
tardio en los carcinomas endometrioides. La deteccidn precoz de acumulo de P53
nuclear puede ayudar a identificar lesiones precursoras de carcinoma papilar
SEroso.

Respecto a lo referente a la proteina bcl-2 en relaciéon con el carcinoma de

endometrio nos referiremos en su capitulo especifico.

Tashiro et al (239) estudiaron larelacion entre la mutacion del gen p53 y el
carcinoma seroso. El carcinoma seroso es un tipo raro de carcinoma endometrial
atamente agresivo, € cual se ha asociado con répida progresion y peor
pronégtico. El carcinoma seroso y su precursor e carcinoma intraepitelial,
demostraron una fuerte sobreexpresion de p53 con técnicas de
inmunohistoquimica, lo que sugiere que las alteraciones del gen p53 estan
relacionadas con su patogenia.
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En este estudio analizaron 21 carcinomas serosos y 9 carcinomas
intraepiteliales y examinaron la mutacion del gen p53. Encontraron que el 90% de
los carcinomas serosos y el 78% de los carcinomas intraepiteliales contenian esta
mutacion. La presencia de mutacion del gen p53 en el carcinoma endometrioide
sugiere ademas, que la alteracion de p53 juega un papel importante en la
patogenia hacia el carcinoma seroso, posiblemente justificando el comportamiento
bioldgico agresivo.

Berchuck et al (11) estudiaron la mutacion de P53 en el carcinoma de
endometrio. Encontraron que en su estudio se producia sobreexpresion de la
proteina mutada P53 en 20% de los adenocarcinomas endometriales. Ademés, se
observd que la sobreexpresion de P53 se asociaba a un estadio avanzado y una
peor supervivencia. Sin embargo, no se encontrd sobreexpresion de P53 en los
casos de hiperplasia. Esto nos hace pensar que la sobreexpresion de P53 es un

acontecimiento tardio en la carcinogénesis endometrial.

Reinartz et al (207) hicieron un estudio en el que examinaban la expresion
de la P53, el factor de transformacion de crecimiento afa (TGF alfa), el receptor
del factor de crecimiento epidermal (TGF) y el c-erbB-2 en carcinomas de
endometrio. Encontraron que el aumento de latincion de p53 y TGF mostraba una
correlacion estadisticamente significativa con la disminucion de la supervivencia
(P<0"0017 y P<0"0013 respectivamente).

Ademas, lainmunoreactividad de P53 se correlacionaba con el tipo tumoral,
el grado y el estadio. El factor de crecimiento transformado no se correlaciond con
la duracion de supervivencia u otras variables prondsticas. EI marcador c-erbB-2
se correlaciond con el grado de tumor.

En el andlisis multivariante, latincion con P53 y TGF alfa no fue un factor
predictor de supervivencia independiente cuando otras variables eran tenidas
encuenta (grado, estadio, tipo tumoral, presencia de invasion vascular y
profundidad de invasién). El grado y el estadio fueron los Unicos predictores
independientes de supervivencia cuando se utilizaba el modelo de Cox. Estos
resultados fueron compartidos por Bur (22) y Kohler (133).
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1.4.3.7. Relacién de la proteina P53 con otros tumores

Purdie et al (201) estudiaron la expresion de P53 en tumores de colon.
Vieron que habia una asociacién entre la aparicion de expresion de P53 y el
comportamiento infiltrativo del tumor, pero no con el grado de progresion del
mismo (incluyendo metéstasis).

Wibstuba et al (260) estudiaron la sobreexpresion de la proteina P53 en
lesiones premalignas y carcinomas invasores de vejiga, y ademés correlacionaron
la expresion de P53 con €l tipo histoldgico, e grado de diferenciacion y el nivel
de invasion del tumor. Para € estudio se utilizaron 52 carcinomas de vejiga, 47
carcinomas in situ, 34 displasias y 10 sujetos con tejido normal con colecistitis.

La sobreexpresion de P53 fue encontrada en el 654 % de los carcinomas,
en 44" 7% de carcinomas in situ y en 32'4 % de las displasias. No se encontraron
diferencias significativas en la expresion de P53 en lesiones premalignas
asociadas con carcinoma invasivo y otros que no lo eran. El epitelio normal y
metaplasico no expresaron proteina P53. En adenocarcinomas, no se encontro
correlacion entre la sobreexpresion de proteina P53 y el subtipo histolégico, el
grado de diferenciacion o € nivel de invasion.

La alta incidencia de sobreexpresion en carcinomas de vejiga 'y su presencia
en displasia, incluso en especimenes sin carcinoma invasor, sugieren gque esta
anormalidad es un importante y precoz acontecimiento en la patogénesis del

tumor.

El progresivo incremento en la incidencia de sobreexpresion de P53
observada de lesiones premalignas a tumores invasivos, proporciona una ayuda
anadida para ver que es unaruta normal para el desarrollo de carcinoma de vejiga
infiltrante.

1.4.4. ONCOPROTEINA Bcl-2

El gen bcl-2 fue originalmente identificado en el punto de la translocacion
entre los cromosomas 14 y 18, t(14; 18) comunmente encontrada en linfomas de
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células B (83, 33). En estudios posteriores se detectd también el gen bcl-2 en estos

tumores aun sin dicha translocacion (38).

Mediante técnicas de Southern Blot, se vio que esta anormalidad
citogenética se localiza en el brazo largo del cromosoma 18, en el segmento 21
(18g21) (33).

La proteina que este gen codifica es estructural y funcionalmente Unica, y no
tiene homologia significativa con otras proteinas celulares conocidas (188, 152).
Ademas se ha visto que contribuye a la expansion de células malignas primarias,
por prolongar la supervivencia celular, mas que por incrementar la proliferacion
celular (16).

El mecanismo especifico por e cual la proteina Bcl-2 prolonga la
supervivencia celular es alin un enigma. Lo que si se ha podido comprobar es que
el alto nivel de proteina Bcl-2 retarda o bloquea en varias circunstancias la muerte
celular programada (apoptosis) (103).

1.4.4.1. Apoptosis

El concepto de apoptosis nacié en Australia en 1971, refiriéndose a una
forma de muerte celular observada en la atrofia. Pero fueron Kerr, Wylliey Currie
guienes juntos, en 1972, propusieron el término apoptosis para un tipo de muerte

celular diferente ala necrosis (126, 174).

La apoptosis es una forma activa de suicidio o muerte celular, la cual ocurre
tanto en condiciones fisiologicas (en las que la apoptosis es esencia),
embriogénesis, crecimiento y diferenciacion, como en condiciones patoldgicas,

dafio téxico, infecciones virales, respuestainmune o en tumores (254).

La cantidad de células que hay en los tejidos es regulada por un equilibrio
balanceado entre proliferacion, diferenciacion y pérdida celular por apoptosis.
Cuando este equilibrio se pierde, aparecen alteraciones de los mecanismos de
apoptosis o de diferenciacion terminal, causantes de la aparicion de atrofia,
hiperplasiay cancer.
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Actualmente se conocen dos mecanismos operativos en la activacion de la

apoptos's.

e Muerte por defecto: en este caso la muerte se produce por un método
pasivo, cuando faltan los contactos intercelulares requeridos o por

ausencia de factores tréficos necesarios para suprimir la apoptosis.

e Suicidio activo: en este caso la activacion de la apoptosis es un proceso
activo, mientras que las sefiales que aumentan con el grado apoptéico

inducen la muerte celular rgpida.

El proceso de la apoptosis se ha subdividido en tres diferentes fases: fase de
iniciacion, fase efectoray fase de degradacion. La familia de la Bcl-2 parece que
esta implicada en la fase efectora de la apoptosis (138).

La regulacion genética de la apoptosis alin no se conoce con exactitud. Los

genes mas conocidos implicados en su control son el c-myc, p53 'y bcl-2 (18).
La expresion de Bcl-2 va unida a una resistencia a la apoptosis (205).

La familia de la Bcl-2 incluye a un grupo de proteinas que pueden ser
divididas en dos clases. Un grupo que son antagonistas de la muerte celular al
sufrir la apoptosis (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w, Bfl-1, BraG.1, Mcl-1 y A-1) y otro
grupo que son agonistas de la misma (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik y Hrk)
(138, 31, 104).

La dimerizacion parece que es esencial en la funcion de estas proteinas
como antagonista o agonista de la muerte celular. Por tanto, es la proteina
derivada del oncogén Bax, la que permite la activacion de otros genes para inducir
apoptosis. Ademés, cuando se producen asociaciones de algunos genes, como
BaG.1 o Raf-1, con Bcl-2 se facilita la presencia de mutaciones y la

transformacion maligna.

La proteina Bax es capaz de formar heterodimeros con Bcl-2 que inhiben la

apoptosis. EI Bax homodimero promueve la apoptosis, sin embargo el
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heterodimero Bax/ Bcl-2 inhibe la apoptosis, y éste a su vez, es probablemente

regulado por el p53, gen supresor tumoral (38, 234).

La sobreexpresion de bcl-2 puede bloquear 1a apoptosis inducida por c-myc
y E2F (16), sin embargo c-myc y E2F en ausencia de Bcl-2 activan el programa
de apoptosis e inducen la apoptosis cuando las células estéan desprovistas de

factores de supervivencia.

La expresion de Bcl-2 ha sido descrita en numerosos tumores sanguineos,
como en linfomas foliculares (246, 77, 221), linfoma de Hodgkin (121) y en otros
tumores como carcinomas de pulmon tanto de células pequefias como de células
no pequefias (9, 195), carcinoma de prOgtata, carcinoma de mama (28) y
carcinoma de endometrio (29).

Ademas, se ha encontrado también expresion de bcl-2 en tgido normal a
nivel embrionario del germen del cabello.

El aumento de expresion del Bcl-2 en algunos tumores, principalmente
carcinomas de mama, pulmon y colon, tiene importancia sobre todo en lo que se
refiere alarespuestaal tratamiento.

La Bcl-2 se ha visto que se expresa preferentemente en tumores de origen
muscular, en los que curiosamente no se correlaciona con la expresion de P53
(230).

1.4.4.2. Estructuradela proteina Bcl-2

La proteina bcl-2 humana es una proteina intracelular que forma parte de las
membranas celulares y tiene una masa molecular de aproximadamente 26 KDa
(61, 91, 103).

La capacidad de p26-Bcl-2 para asociarse con las membranas ha sido
atribuida a una extension hidrofobica de aminoacidos localizados cerca del
carboxi terminal (231).

Es importante llegar a concretar donde se encuentra localizada esta

oncoproteina, ya que podria ser importante para descifrar su mecanismo de accion
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(137). Muchos autores han estudiado su localizacion exacta dentro de la

membrana intracelular, pero todavia es un tema polémico.

Hockenbery et al (103) publicaron que la Bcl-2 se encontraba
principalmente en el interior de la membrana mitocondrial.

Chen-Levy et al (61), utilizando otros métodos, vieron que la mayoria del
residuo Bcl-2 reside en la membrana perinuclear, con la mitad de proteinas
asociadas al nucleo y €l resto con otras membranas intracelulares.

Jacobson et al (174, 137) han obtenido evidencias de que la proteina Bcl-2
puede estar dentro de las membranas del reticulo endoplasmatico, puede envolver

al nucleo e incluso formar parte de la membrana mitocondrial.

Recientemente, en un estudio publicado por Kroemer en 1997, afirma que la
mayoria de las proteinas que son codificadas por la familia del gen Bcl-2 se
localizan preferentemente en el exterior de la membrana mitocondrial, como son
Bcl-2, Bcl-X ., Bax. Ademas observé que la Bcl-2 también se encuentra en la
membrana nuclear y en el reticulo endoplasmatico (204, 262). También descubrid
que la bcl-2 en la membrana mitocondrial tenia una distribucion parcheada en el
punto de contacto entre la membrana externa e interna (138).

Pero a pesar de todos los estudios realizados, debemos tener en cuenta que
los diferentes resultados observados, podrian ser debidos al empleo de diversos
métodos de estudio y a los diferentes anticuerpos empleados.

1.4.4.3. Mecanismo de accion de la proteina Bcl-2

El mecanismo especifico por € cual la proteina bcl-2 prolonga la
supervivencia celular es alin un enigma. Lo que si se ha podido comprobar es que
el alto nivel de proteina Bcl-2 retarda o bloguea la muerte celular programada
(apoptosis) (103).

La sobreexpresion de bcl-2 se ha asociado a multiples cambios asociados a
la apoptosis entre ellos se incluye la alteracion del estado celular redox (la cual

Ileva a depleccion de glutation y generacion y accion de radicales de oxigeno),
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cambios en la membrana, cambios en la distribucién de iones subcelulares (Ca ?*,

H™), activacion de caspasas y rotura en la transmembrana mitocondrial (138).

De acuerdo con las diferentes teorias, se ha formulado que la Bcl-2 puede
actuar como un antioxidante (104), como un regulador intracelular de iones (143),
como un inhibidor de proteasas y como un agente mitocondriético (138).

1.44.4. Expresion de la proteina Bcl-2 en carcinomas
endometriales

Chan et al (29) estudiaron la relacion entre la proteina Bcl-2 y el
endometrio, tanto con la hiperplasia tipica (simple y compleja) como con la
hiperplasia atipica y con el adenocarcinoma de endometrio. Los resultados que

obtuvieron fueron los que comentamos a continuacion.

Para la hiperplasia tipica (simple y compleja), de los 10 casos estudiados
todos mostraron tincién citoplasmatica uniforme dentro de las glandulas, mientras
gue en el estroma endometrial slo dos casos fueron positivos.

De los 10 casos de hiperplasia atipica, 8 demostraron expresion de bcl-2 en
las glandulas aunque, comparada con la de los casos de hiperplasia no atipica, la
intensidad era mas débil y de distribucion més parcheada. Esta diferencia era
especialmente evidente cuando habia éreas adyacentes con zonas de hiperplasia
atipicas y tipicas. El estroma fue bcl-2 negativo en la mayoria de los casos.

Fueron estudiados un total de 25 adenocarcinomas de endometrio, los cuales
fueron divididos en 10 bien diferenciados, 8 moderadamente diferenciados y 7
poco diferenciados.

La expresion de bcl-2 mostré una clara correlacion con el grado del tumor.
Asi 9 de los 10 tumores bien diferenciados tenian una moderadatinciony 6 de los
7 poco diferenciados eran negativos. Los moderadamente diferenciados formaban
un grupo indeterminado.

En los casos positivos para Bcl-2 la tincion tendia a ser variable y

parcheada, al igual que en los casos de hiperplasia atipica.
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Zheng et al (268) hicieron un estudio referente a la sobreexpresion de P53 y
Bcl-2 en el carcinoma de endometrio, comparando la expresion en el carcinoma
papilar seroso y en el carcinoma endometrioide.

En la inmunotincién de Bcl-2, se vio que los carcinomas endometrioides
tenian una tincién significativamente mayor que los carcinomas papilares serosos
(P=0"0002). La intensidad de tincion de Bcl-2 era mayor en la fase proliferativa
gue en la secretora. Conforme las alteraciones del endometrio aumentaban la
malignidad, disminuian su intensidad de la tincion, llegando a ser negativa en el

carcinoma papilar seroso.

Gompel et al (83), hicieron en 1994 el primer estudio sobre la expresion de
bcl-2 en el endometrio, relacionandolo con las diferentes fases hormonales del
ciclo menstrual.

En la fase folicular vieron que la inmunolocalizacion de bcl-2 estaba
confinada al epitelio glandular, situandose la tincion predominantemente en la
capa basal. La tincion fue uniforme por todo € citoplasma. Las glandulas eran
positivas con alguna rara excepcion. Conforme avanzaba esta fase del ciclo el
nimero de glandulas positivas y la intensidad de las mismas se incrementaba

gradualmente. El epitelio superficial fue negativo.

En la fase luteinica, la tincion para bcl-2 desaparecia del epitelio glandular
tan pronto como aparecian caracteristicas secretoras. En zonas donde las glandulas
eran aln proliferativas mostraban positividad.

De 2 a 3 dias después de la ovulacion hasta el final del ciclo, las células del
epitelio glandular no mostraban tincion, en cambio durante los Ultimos dias de
esta fase del ciclo aparecia una positividad irregular. La tincion era granular
distribuida en grupos y confinada a ciertas partes del citoplasma.

En esta fase el estroma era positivo sobre todo alrededor de las arterias
espirales y en la periferia de las glandulas, pero estatincion era méas débil que la
observada en las glandulas durante la fase proliferativa. Las arterias espirales
mostraban también tincion positiva
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En los casos de hiperplasia se observd expresion de Bcl-2 en todos los
casos. El nivel de expresion era de mayor intensidad que en el tejido normal,
incluso al final de la fase folicular. Todas las células epiteliales eran positivas con

una intensidad maxima.

En el miometrio las células captaban tincion intensamente. Las células del

miometrio tenian alta intensidad de tincién, y eragranular en el area perinuclear.

Otsuki et al (188) estudiaron la distribucién de la proteina bcl-2 y los
receptores hormonales esteroideos en el Utero humano a través del ciclo
menstrual. Al igual que Gompel, observaron un incremento en la expresion de
Bcl-2 desde la fase proliferativa precoz a la tardia, comenzando a disminuir a
partir de la fase secretora precoz y desapareciendo su expresion en la fase tardia

secretoray la menstruacion.

El patrén de expresion de bel-2 en las células de las glandulas endometriales
erarelativo alos cambios en los RE y RP através del ciclo, y se relacionaba sobre
todo con los receptores estrogénicos.

1.4.4.5. Expresion dela proteina Bcl-2 en otros tumores

Monsier et al (174) hicieron un estudio inmunohistolégico en el que
analizaban la expresion simultanea de bcl-2 y la oncoproteina P53 en tumores
epiteliadles de colon y recto, comparandola con factores pronostico-
histopatologicos, como el grado o la clasificacion TNM (tumor, nédulos
metastasis). Para ello estudiaron 6 poélipos hiperplasicos de colon, 33 adenomas y

61 carcinomas.

LaBcl-2 se expreso en el 85% de los adenomas, mientras que la P53 solo se
expresd en un adenoma, €l cual tenia &reas de carcinoma in situ. El 50% de los
carcinomas colorectales coexpresaron las dos oncoproteinas. Se vio que no habia
correlacion entre el nimero de células que expresaban Bcl-2 y las que expresaban
P53 en un carcinoma determinado. Tampoco hubo correlacion entre la expresion
de Bcl-2 o P53y los factores prondgticos establecidos.
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Como conclusion, estos autores demostraron que la expresion de la
oncoproteina Bcl-2 aparecia més precozmente que el acimulo de P53 en la
carcinogénesis colo-rectal. Este estudio sugiere que hay mas de una secuencia y
mecanismos del gen Bcl-2 y P53 en laregulacion del carcinoma colo-rectal.

Crowson et al (38) realizaron un estudio en el que buscaban la asociacion
gue habia entre la proteina Bcl-2 y los carcinomas basales (basaliomas). Para ello
estudiaron 30 casos con dicho tumor y observaron que 28 expresaban la proteina
bcl-2 (93%). Ademas, pudo comprobar que la expresion del tumor era mayor en la
superficie del tumor (parte de menor agresividad del tumor), mientras que en la

parte de crecimiento mas agresivo la expresion era menor (38).

1.4.5. ONCOGEN c-erbB-2

El oncogén c-erbB-2 fue descubierto en los afios ochenta por tres diferentes

vias de investigacion (153).

El oncogén neu fue detectado como un gen mutado, en estudios
experimentales con fetos de rata alas que se les inducia un neuroblastoma (153).

El gen humano c-erbB-2 fue descubierto por su homologia al gen retroviral
v-erbB y el HER-2. Fue aislado por screening en el ADN humano también por
homologia al v-erbB. Cuando se estudiaron las secuencias de ADN se vio que el
c-erbB-2, HER-2 y el neu representaban el mismo gen (153).

1.45.1. Estructuradel proto-oncogén c-erbB-2

El proto-oncogén c-erbB-2 esta localizado en el cromosoma 17 en la banda
21 (17921) (124, 3, 153) y codifica la sintesis de una proteina transmembrana p
185 (42).

Esta proteina es un componente normal de la membrana citoplasmética. El
oncogén c-erbB-2 es homélogo, pero no idéntico al c-erbB-1 (124, 42, 107, 153,
404), e cual se localiza en el cromosoma 7 y codifica el Receptor del Factor de

Crecimiento Epidérmico (EGFR) (3, 107, 153).
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La proteina c-erbB-2 es una proteina transmembrana con actividad tirosina-
kinasa extracelular, transmembrana e intracelular (153, 42) y se expresa en todas
las células epiteliales (153).

La activacion del gen para la produccion de neoplasias en las ratas parece
deberse a una simple mutacion puntual, un cruce de A-T (adenina-timidina) (52,
3, 42).

Sin embargo, en tumores humanos se ha visto que se produce una alteracion
en la amplificacion y en la expresion del c-erbB-2 (42, 52, 228), aunque casi
siempre compromete casi exclusivamente la amplificacion del gen (153).

La amplificacion del gen nos lleva a una repetida duplicacion de una
secuenciadel gen, dando lugar a multiples copias del mismo dentro de cada célula
(153), lo que nos lleva a la sobreexpresion del gen. Por ello se dice que hay una
buena correlacién entre la amplificacion del c-erbB-2 y la sobreexpresion (59, 85,
153).

1.45.2. Técnicas de estudio del C-erbB-2

El c-erbB-2 puede ser estudiado por varias técnicas: la amplificacion del gen
puede ser detectada por Southern Blot (153, 176, 229), Slot Blot (153, 229), PCR
(protein chain reaction) (153, 163), etc. La sobreexpresion RNA puede ser
detectada por Nothern Blot, RT-PCR, etc. (153, 176, 163, 230); mientras que la
sobreexpresion de proteinas es mas conveniente detectarla con técnicas de
inmunohistoquimica o Western Blot y citometria de flujo (153, 176, 198, 160).

1.45.3. Expresion del oncogén C-erbB-2 en e carcinoma de
endometrio

Respecto a endometrio muchos estudios han ido encaminados a demostrar

su asociacion con la expresion del oncogén c-erbB-2 (42, 207, 252).

Berchuck et al (13) fueron los primeros gque estudiaron la expresion del
HER 2/neu en el endometrio. En este estudio se compard el nivel de expresion del
HER 2/neu en el carcinoma de endometrio con el endometrio normal. También se
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examino la relacion entre el nivel de expresion del HER 2/neu y los factores
clinico-patologicos del cancer. Como resultado encontraron que la alta expresion
del HER 2/neu se asociaba a una menor supervivencia. lgualmente se vio que la
ata expresion del HER 2/neu era inversamente proporcional a los valores de
receptores de estrégenos. En este estudio todas las pacientes con alta expresion
del HER 2 /neu tenian receptores de estrégenos ausentes. Sin embargo no se
encontro relacion aparente con los receptores de progesterona.

Bigsby et al (15) estudiaron la expresion del HER 2/neu, de receptores
esteroideos y de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), tanto en
endometrio normal como en endometrio maligno. Respecto a la expresion del
HER 2/neu en endometrio normal, no encontraron diferencias significativas entre
la expresion en fase secretora 'y en fase proliferativa, debido al pequefio nimero
de muestras estudiadas.

Al contrario que Berchuck et al, Bigsby et al explicaron que la alta
expresion del HER 2/neu aparecia en carcinomas de endometrio bien
diferenciados, en comparacion con los pobremente diferenciados, estadios Il y
IV, cuya expresion era bagja. Por este motivo, apuntaron que la sobreexpresion de
la oncoproteina HER 2/neu puede ser importante en el inicio y en la rdpida
progresion de algunos canceres de baja malignidad, al igual que para los de alto
grado de malignidad.

Ademas, Bigsby et al observaron unarelacion inversa entre la expresion de
HER-2/neu y los receptores de progesterona.

Monk et al (172) relacionaron la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
con estadio avanzado del tumor, con la disminucion de la supervivencia y un
intervalo més corto libre de enfermedad en pacientes con cancer de endometrio.

Reinantz et al (207) correlacionaron el c-erbB-2 con el tipo de tumor y
encontraron que habia asociacion, sobre todo, con el carcinoma de células claras,

pero no encontraron relacion con el prondstico ni con la supervivencia.
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Wang et al (252) realizaron un estudio en el que se intentaba ver la
correlacion de la expresion de la proteina c-erbB-2 y el EGFR con los factores
clinico-patologicos y los receptores esteroideos. No se encontraron diferencias
significativas entre el estadio quirargico del cancer de endometrio y la

sobreexpresion del c-erbB-2.

Ademas, en los casos de endometrio hiperplasico, las glandulas también
mostraban una fuerte expresion de la proteina c-erbB-2. Estos hallazgos
sugirieron que la expresion de la proteina c-erbB-2, normalmente se mantiene
durante el proceso de carcinogénesis endometrial, y que el significado de la alta

expresion de c-erbB-2 en el cancer de endometrio aln resulta indeterminada.

En un estudio realizado por Czerwenka (42) se estudiaron tres grupos de
mujeres, uno con endometrio normal, otro con hiperplasia de endometrio y otro
grupo con carcinoma de endometrio. Se encontré gue conforme mayor grado de
malignidad presentaban estos tumores mayor expresion del c-erbB-2 tenian,
incluso, dentro del grupo de hiperplasia, fue més prevalente en la hiperplasia
compleja y atipica que en la hiperplasia simple. En los casos de hiperplasia
complejay atipica la amplificacion del c-erbB-2 estaba préxima a la de los casos

con carcinoma de endometrio.

Esteller et al (59) buscaban larelacion entre la amplificacion del c-erbB-2 y
el adenocarcinoma de endometrio, pero no encontraron una asociacion directa

entre laamplificacion del gen con sobreexpresiony la progresion del tumor.

Berchuck et al (11) estudiaron la sobreexpresion del oncogén Her-2/neu con
respecto el carcinoma de endometrio. En su estudio vieron que un 10% de los
carcinomas endometriales mostraban sobreexpresion de Her-2/neu y ademas se

correspondia con casos con menor supervivencia.

Todos estos hallazgos nos llevan a pensar que, aunque aln faltan muchos
estudios que confirmen estas conclusiones, la sobreexpresion de HER-2/neu o
c-erbB-2 parece ser un factor prondstico en los canceres del aparato reproductor

femenino: de mama, de ovarios y de endometrio.
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1.4.5.4. Expresion del oncogén del C-erbB-2 en otros tumores

Debido al gran interés que todo esto ha provocado, diversos estudios han ido
dirigidos a ver la relacion entre la expresion y amplificacion del c-erbB-2 con
algunos tumores tanto del aparato genital femenino, como el de mama (153, 202,
52, 238), de ovario (90, 214, 226, 122, 63), de endometrio (42); como en otras
localizaciones como el estomago (264), la prostata (253), € pulmon (125), etc.

Slamon (228) fue el primero que sugirié que la amplificacion del c-erbB-2
constituia un marcador de mal prondéstico en pacientes con carcinoma de mama y
glangios linfaticos axilares afectados. Mostr6 que el oncogén c-erbB-2 se
encuentra amplificado en aproximadamente un 30% de carcinomas primarios de
mama y esta amplificacion es un factor pronégtico independiente, de baja
supervivencia e intervalos libres de enfermedad cortos en pacientes con nddulos
linfaticos afectados.

Pogteriormente, multiples trabajos han encontrado resultados variables y en
ocasiones contradictorios entre la amplificacion del gen y niveles altos de
expresion de oncoproteinas y parametros morfologicos (261, 97).

Algunos de los parametros estudiados han sido: € tipo histolégico (para €l
cual muchos autores han encontrado alta positividad inmunohistoguimica para
c-erbB-2 en carcinomas intraductales sobre todo comedocarcinoma) (12, 18), €l
tamafio del tumor, €l grado histolégico mayor, el alto grado de mitosis, la alta
actividad proliferativa, las metastasis, etc. (238).

La mayoriade los estudios estan de acuerdo en que los carcinomas de mama
con alta expresion de c-erbB-2, se asocian a un peor prondstico de supervivencia
(42, 52, 238).

Todos estos estudios nos llevan a la conclusion de que a pesar de asociarse
en muchas ocasiones el c-erbB-2 con factores prondgticos desfavorables y con una
supervivencia global disminuida (238), por st mismo, en el cancer de mama no es
un factor de peor pronostico (153, 238).
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La sobreexpresion del c-erbB-2 es también un predictor de la respuesta al

tratamiento habiéndose visto que responden peor ala quimioterapia (153).

Otro carcinoma que ha sido correlacionado con la amplificacion del c-erbB-
2 ha sido €l de ovario. Autores como Slamon (229), Berchuck (12) y Felip (63),
encontraron en sus estudios una correlacion de la amplificacion del c-erbB-2 con
una menor supervivencia en tumores de ovario. Sin embargo otros autores no
obtuvieron estos resultados, Haldane (90), Kacinsky (122), Singleton (226) y
Rubin (214).
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Hipétesis de Trabajo, Justificacion del Tema y Obijetivos

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y JUSTIFICACION
DEL TEMA

El cancer, enfermedad de aparicion altamente frecuente en nuestra sociedad,
es objeto de continuos estudios, guiados actualmente desde una perspectiva
molecular. Esto nos permite realizar nuevas aproximaciones a la patologia
tumoral, buscando criterios de correlacion entre los pardmetros Utiles conocidos, y

los recién instaurados.

De estos Ultimos surge el concepto actual del cancer, encuadrado como la
enfermedad genética més comun en el hombre.

El término genética se utiliza en un sentido restrictivo, referido a los
cambios que tienen lugar en distintos genes, los cuales aparecen involucrados en

latransformacion de una célula normal a maligna.

El resultado de la acumulacion de dichas alteraciones estructurales
genéticas, implica la aparicion de productos que juegan un papel esencial en el

control del crecimiento y diferenciacién celular.

Seguin esta hipétesis, el balance entre protooncogenes y antioncogenes (o
genes supresores del crecimiento) es destruido por la acumulacién de mutaciéon en

estostipos de genes.

El estudio de la expresiéon de oncogenes y marcadores de proliferacion, nos
parecio especialmente interesante en el cancer de endometrio (primer tumor méas
frecuente ginecoldgico sin contar la mama), en los que €l papel de los receptores
de estrégenos y progesterona en los mecanismos de desarrollo tumoral es bien

conocido.

Por todo ello, nos propusimos realizar este trabajo tratando de cumplir los
siguientes objetivos.
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2.2. OBJETIVOS

En nuestro trabajo nos propusmos estudiar y valorar en 99 carcinomas
endometriales, procedentes de biopsias de enfermas cuyo estudio
anatomopatoldgico habia sido realizado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa” de Zaragoza, los siguientes

pardmetros:

1. Estudio de los receptores hormonales en la fase diagndstica: receptores

de estrogenos y progesteronay correlacion entre ambos.

2. Valoracion del marcador de proliferacion Mib-1 (Ki-67) y de la proteina
supresora P53 en las distintas &reas tumorales y no tumorales.

3. Expresion de oncogenes, Bcl-2 y C-erbB-2, en patologia tumora de
endometrio, valorando el grado de positividad y porcentaje en los

distintos grupos neoplasicos.

4. Trataremos de obtener un patron de diferenciacion de la expresion tanto
en endometrio tumoral como no tumoral, de los distintos marcadores.

5. Intentaremos relacionar estos patrones de expresividad con la mayor o
menor malignidad  tumoral. Correlacionando los  datos

anatomopatol dgicos con los obtenidos por inmunohistoquimica.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para la realizacion de nuestro estudio, se han revisado los informes de todas
las biopsias realizadas en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa’ de Zaragoza, desde Enero del afio 1994 hasta
Diciembre de 1996 inclusive.

De ellos se han seleccionado 99 casos diagnosticados de adenocarcinoma de
endometrio anatomopatolégicamente. El diagndstico se redizo tras el estudio de
material procedente de legrados fraccionados y/o piezas quirdrgicas de
histerectomias realizadas en este mismo hospital, que fueron fijadas, procesadas e
incluidas en parafina segun las técnicas histolégicas habituales (168).

Para nuestro estudio hemos agrupado los 99 carcinomas de endometrio
segun la clasificacion de la FIGO quedando distribuidos de la siguiente forma:

- Gl 60 casos
- G2 26
- G3. 7
- E 6

Segin €l tipo de carcinomas de endometrio, el diagndstico

anatomopatoldgico de los 99 casos, fue el siguiente:

- Carcinomas Endometrioides (CE): 93 casos
eAdenoacantoma (AAD) 6 casos
eCarcinoma adenoescamoso (CAE) 4
eCarcinoma endometrioide simple (CES) 80

92



Material y Métodos

eCarcinoma mucinoso (CM) 2
eCarcinoma secretor (CS) 1 casos
- Carcinomade células claras (CCC) 2 casos
- Carcinoma papilar seroso (CPS) 4

De cada uno de los casos, y de los diferentes cortes realizados para el
diagnéstico de la pieza operatoria, se selecciond un bloque correspondiente a la
zona de mayor infiltracibn miometrial y también, en el caso de que lo hubiera,
otro blogque con €l limite de endometrio no afectado.

De cada uno de los 99 bloques, se estudiaron 8 cortes, dos de ellos con
técnicas histolégicas convencionales y los otros seis con técnicas

inmunohi stoquimicas.

De esta manera en nuestro trabajo hemos estudiado y valorado un total de
1376 secciones, de las cuales 792 secciones correspondian a tumores
endometriales (99 bloques), y 584 secciones correspondientes a mucosa
endometrial no tumoral adyacente al tumor (73 bloques). S6lo pudo ser evaluada
la mucosa de 73 bloques, debido a que 26 casos pertenecian a legrados
endometriales.

3.1.2. REACTIVOSDE LABORATORIO

3.1.2.1. Anticuerpos primarios

Los anticuerpos primarios monoclonales o policlonales utilizados frente a
los antigenos humanos han sido:

- Antisuero receptor estrogenos (DAK O).
e Casa comercial: DAKO, Denmark. Code n°® M 7047. Lot 013.
¢ Anticuerpo monoclonal frente a los receptores esteroideos.

e Clon: 1D5.
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e Presentacion: Liguido sobrenadante del cultivo tisular.
e Solvente: 0°'05M TrigHCI, 15mMNaN3, pH 7°2.
e |sotipo: 1g G.1 Kappa.

eInmundgeno: Proteina recombinante de receptores estrogénicos

humanos.

eEspecificidad: Este anticuerpo reacciona con el dominio N-terminal
(region A/B) del receptor. En inmunolocalizacion, el anticuerpo
reacciona con el polipéptido 67 KDa que se obtiene por
transformacion de E. Colli y transfeccion de células COS con vectores

plasmaticos expresando receptores hormonales.

eAplicaciéon: Los receptores hormonales contenidos en el tejido de
algunos tumores, son un importante parametro en la prediccion del
prondgtico y larespuesta al tratamiento hormonal.

eConcentracion: 13°2 gr/L.

eDisolucion utilizada: Buffer fosfato salino. PBS: 1/50-1/100.
- Antisuero receptor progesterona (DAKO).

e Casa comercial: DAKO, Denmark. Code n°® A 0098. Lot 035.

¢ Anticuerpo monoclonal frente a Receptores de Progesterona.

eClon: PR AT 4.14.

e Presentacion: |nmunoglobulina del antisuero de conejo.

e Solvente: 0°'1 M NaCl, 15 mM NaNs.

e Inmundgeno: Péptido sintético del dominio ADN (aminoacido 533
547) de receptores de progesterona humanos. Proteina transportadora

(Carrier), ovoalbumina.
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e Especificidad: El anticuerpo reacciona con el dominio ADN (region

B) de los receptores de progesterona humanos.

e Aplicacion: Los receptores hormonales contenidos en algunos
tumores, es un importante pardmetro en la prediccion del pronéstico y

larespuesta a los tratamientos hormonales.

e Concentracion: 1°3 gr/L.

e Dilucion utilizada: Buffer fosfato salino. PBS: 1/25-1/50.
- AntisueroKi 67.

e Casa comercial: INMUNOTECH. Cat 0505.

e Anticuerpo monoclonal frente al antigeno Ki-67 nuclear.

¢ Clon: Mib-1.

e |sotipo: 1g G.1 (mouse).

e Presentacion: Liquido ascitico purificado.

e Solvente: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH7°6.

e Inmundgeno: Péptido recombinante correspondiente a 1.002 bp Ki-67
c ADN.

e Egpecificidad: El anticuerpo monoclonal Mib-1 reacciona con el
antigeno nuclear Ki-67 (345 y 395 KDA) asociado con proliferacion
celular y encontrada en las fases proliferativas del ciclo celular (Gy, S,

Gy, M) y ausente en fase (Gp).
e Aplicacion: Estudio de poblaciones celulares en fase proliferativa.
e Concentracion: 2mg/ml

e Dilucioén utilizada: Buffer fosfato salino. PBS: 1/50.
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- Antisuero p53 (DAKO).
e Casa comercial: DAKO, Denmark, Code n® M 7001. Lot 075.
e Anticuerpo monoclonal frente al antigeno P53 nuclear.
¢Clon: DO-7
e | sotipo: 1g G.2b, Kappa.
e Presentacion: Liguido sobrenadante del cultivo tisular.
e Solvente: 005 M TrigHCI, 15mM NaN3, pH 7°2.

¢ |nmundgeno: Recombinacion de la proteina humana p53 expresada en
E. Caolli.

eEspecificidad: El anticuerpo reconoce un epitopo de la porcion N-
terminal de la proteina humana p53. El epitopo del anticuerpo esta
localizado entre el aminoécido 19 y 26. El anticuerpo reacciona tanto

con laforma normal, como con la mutante de la proteina p53.

e Aplicacion: Alteracion mas frecuente en neoplasias malignas,

relacionada con mal prondstico.
e Concentracion total de la proteina: 14°5gr/L .
e Dilucion utilizada: Buffer fosfato salino. PBS: 1/50-1/100.
- Antisuero bcl-2 (DAKO).
e Casa comercial: DAKO, Denmark. Code n® M 887. Lot 123.
¢ Anticuerpo monoclonal frente a la proteina bcl-2 citoplasmética.
e Clon: 124.

e Presentacion: Liguido sobrenadante del cultivo tisular.
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e Solvente: 0°05 M Tris/HCI, 15 mM NaNg3, pH 7°2.
e | sotipo: 1g G, Kappa.

e Inmundgeno: Secuencia de péptido sintético que compromete a la

secuencia de aminoécidos 41-54 de la proteina bcl-2.

e Especificidad: Este anticuerpo reacciona especificamente con la
oncoproteina bcl-2 en técnicas de inmunoprecipitacion e
inmunolocalizacién. La proteina bcl-2 es codificada por un gen
incluido en la translocacion cromosdmica (14, 18). Esta anormalidad
citogenética se encuentra frecuentemente en el linfoma folicular. La

bcl-2 es una proteina esencial de membrana.

e Aplicacion: Esta proteina juega un papel importante en el control del

mecanismo de la muerte celular programada (apoptosis).
e Concentracion: 13’5 gr/L.
e Dilucion: Buffer fosfato salino. PBS: 1/10-1/80.
- Antisuero c-erbB-2 (DAKO).
e Casa comercial: DAKO, Denmark. Code n°® A 0485. Lot 035.

e Anticuerpo policlonal frente a la proteina c-erbB-2 de la membrana

citoplasmética.

e Presentacion: El anticuerpo anti-humano c-erbB-2, es un anticuerpo
purificado oncoproteico aislado por afinidad y purificado por

inmovilizacion del péptido oncoproteico c-erbB-2.
e Solvente: 0.05 M TrigHCI, 0'1 M NaCl, 15mM NaNs, pH 7°2.

e Inmundgeno: La oncoproteina peptidica c-erbB-2 sintética humana de

la parte intracitoplasmatica de la oncoproteina c-erbB-2.
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e Especificidad: El anticuerpo reacciona con la oncoproteina c-erbB-2
cuando es probado en tgjido fijado en formol e incluido en parafina. El
anticuerpo marca células epiteliales aproximadamente en un 20% de
los casos de adenocarcinoma de varios tipos. Latincion es fuertey se
localiza en la membrana celular y ocasionalmente en el citoplasma de

las células neoplasicas.

e Aplicacion: La presencia de oncoproteina c-erbB-2 puede ser un

indicador usado en el pronéstico de carcinomas humanos.
Concentracion de proteina: 07 gr/ L.
e Dilucion utilizada: Buffer fosfato salino. PBS: 1/200-1/200.
3.1.2.2. Anticuerpos secundarios
- Complgo Avidina—Biotina (ABC)
e ABC complex HRP. Dakopatts, code K 355.

e Kit para preparacion del complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa que

contiene los siguientes reactivos:
- Reactivo A (Avidina), diluido en PBS, con pH 7°2.

- Reactivo B (Biotina ligada a peroxidasa), diluido en PBS, con
pH 7°2.

- Diaminobencidina (DAB)
¢ 3"3- Diaminobencidina tetrahidroclorido. Sigma D-5637.

e Cromdgeno usado en la solucién final del revelado.

98



Material y Métodos

- Hidroximethylaminomethan (TRIS)
e Meck, 8382.

e Reactivo liquido usado en la preparacion de la solucion final del
revelado.

- Buffer Citrato

e Soluciéon empleada para el procesamiento de las piezas en el
microondas. Se obtiene mezclando una solucion 0'1 M de é&cido
citrico con otra solucion, también 0"1 M, de citrato sodico.

- Bacto FA Buffer-Dried (PBYS)

¢ Difco code 231433-8. Es una mezcla de buffer fosfato-NaCl que, una
vez rehidratada, proporciona una solucion tamponada salina
compensada al 0"85%, aun pH de 7°2.

3.1.3. SOLUCIONESDE LABORATORIO

3.1.3.1. Preparacion de la solucién para e gelatinado de los
portaobjetos

Para la preparacion de la solucién para el gelatinado de los portaobjetos son
necesarias las siguientes sustancias:

- Gelatina: 0°50 gr.
- Alumbre de cromo: 0°40 gr.
- Agua bidestilada: 100 ml.

Se calienta los 100ml de agua bidestilada a 40 °C, y se disuelven los 0°50 gr.
de gelatina. Después se afiaden los 0°40 gr. de alumbre de cromo. Se introducen
los portaobjetos en el interior de la solucion preparada, se sacan de la sulucion y
se dejan secar apoyados en unarejilla atemperatura ambiente.
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3.1.3.2. Procesado de las preparaciones en horno microondas

El proceso de las preparaciones en horno microondas se lleva a cabo en tres

fases consecutivas:

1°. Colocar las preparaciones en recipientes de plastico termo resistentes, las
cuales contienen buffer citrato 10mM, pH 6°0:

o (Solucién stock:

a) Solucién de &cido citrico 0'1 M/21.01 gr CsHgO7 2H20 en
1000 ml.

b) Solucién de citrato sodico 0.1 M/29.41 gr NaCgHsO;
2H,0 en 1000 ml.

° Solucién de trabajo: 9ml de a+ 41 ml de b, diluido en un total de
500 ml.).

2°.Procesar las preparaciones en horno microondas, en tres ciclos de 5
minutos, cada uno de ellos a 750W. (Las preparaciones no deben secarse
durante la incubacion).

3°.Dejar enfriar las reacciones a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Lavar las preparaciones en TBS (50mM, TRIS; 150mM, NaCl , pH
7°6).

3.1.3.3. Preparacion de la solucion tamponada de fosfatos (PBS)

En un litro de agua bidestilada se afiade el contenido de un vial de 10 g. de
Bacto FA Buffer Dried, agitando hasta su disolucion. Una vez preparada la
solucion debe conservarse a 2-8 °C.

3.1.3.4. Preparacion de la solucion Buffer Citrato

Requiere la preparacion de dos soluciones:
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- Solucién A: Se obhtiene afiadiendo 21°01 g. de acido citrico a 1 litro de

agua bidestilada, obteniéndose una solucién 01 M.

- Solucién B: Se obtiene afiadiendo 29°41 g. de citrato sodico a 1 litro de
agua bidestilada, obteniéndose una solucién 01 M.

El Buffer citrato resulta de la mezcla de 9ml de A con 41ml de B,
diluyéndolo hasta un total de 500 ml con agua bidestilada. La solucién resultante
tieneun pH de 6°0.

3.1.3.5. Preparacion de la solucién substrato cromogeno (DAB)

A 100 ml de TRIS clorhidrico con comprobacion del pH a 7”6, se afladen 50
mg. de DAB. Después se aflade a la solucion 0°06 ml. de agua oxigenada.

Se aconsegja manipular esta sustancia con guantes y mascarilla, ya que se ha
informado de su posible potencial cancerigeno.

3.1.3.6. Preparacion de hematoxilina de Mayer
Necesitamos:
- Hematoxilina: 0°10 g.
- Agua bidestilada: 100 ml.
- Yodato potasico: 02 g.
- Sulfato aluminico potésico: 5 g.

Disolver la Hematoxilina en 20 ml. de agua bidestilada. Disolver el yodato
potasico y el sulfato aluminico potasico en 80 ml. de agua bidestilada. Mezclar a

continuacion las dos soluciones (168).

3.1.3.7. Preparacion del acido per-iddico de Schiff (P.A.S)
Se precisa

- Acido Per-iodico al 0'5 por 100, en agua destilada.
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- Reactivo de Schiff:
- Fucsinabésica: 1gr.
- Aguadestilada: 200 ml.

- Acido clorhidrico N (98'3 ml. HCI, P.E. 1’16 y agua destilada hasta
completar 1 litro): 20 ml.

- Bisulfito sodico anhidro: 1 gr.

Se ponen a hervir los 200 ml de agua destilada, se aflade la fucsina 'y se
agita. Lo dejamos enfriar hasta 50°C y se filtra. Después afiadimos el HCI 1N, y se
deja enfriar hasta 25°C y se aflade bisulfito. Debe mantenerse en la oscuridad
(168).

3.1.4. OTROS MATERIALES QUE HAN SIDO UTILIZADOS EN
ESTE TRABAJO

3.1.4.1. Material paravalorar resultados
Microscopio 6ptico binocular con lentes adaptables para luz polarizada.
Marca: Olympus AH-2. VANOX-T.

3.1.4.2. Material informatico

Utilizamos un ordenador de marca Packard Bell Pentium 133 MHZ, modelo

2020 VGA, con las siguientes aplicaciones:

Microsoft Word 97, como procesador de textos.

- Microsoft Excel 97, como hoja de calculo para el disefio de tablas y

graficos.
- Sta View, parad estudio estadistico y disefio de los graficos.

- JMP 3.1, paralarealizacion de estudios multivariantes.
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- Microsoft Power Point 97, para el disefio de las diapositivas.

- Impresora Hewlett Packard, modelo Deskjet serie 690 C.

3.1.4.3. Material Fotogréfico

Para obtener el material fotogréfico de nuestro trabgjo, se ha utilizado un
microscopio marca Olympus AH-2 VANOX-T, con camara fotogréfica
incorporada, marca Olympus C-35AD-4.

Los carretes fotogréficos utilizados han sido del tipo Kodak Ektachrome 64
ASA.

3.2. METODOS

De los 99 bloques de parafina seleccionados correspondientes al tumor
endometrial, se realizaron secciones de 5 micras de espesor empleando un
microtomo tipo LEICA BIOCUT JUNG, obteniéndose de cada uno de ellos un
total de 8 secciones.

Con el fin de aumentar la adherencia de las secciones a los portas y evitar su
desprendimiento durante las técnicas de inmunohistoquimica, fueron utilizados
portaobjetos gelatinados.

Sobre las secciones obtenidas de cada uno de los 99 blogues de parafina, se
realizaron las siguientes técnicas:

3.2.1. TECNICASDE RUTINA

Se realizaron tinciones con Hematoxilina—Eosina (HXE) y con &cido per-
i6dico de Schiff (P.A.S.) para examen histologico de rutina, siguiendo los
habituales procesos detincién. (168).
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3.2.2. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Sobre las 6 secciones restantes se aplicd la técnica inmunohistoquimica para
la demostracion de los siguientes marcadores.

e RE

e RP

o Kib7

e P53

e Bcl-2

o C-erbB-2

Antes de comenzar con las técnicas inmunohistoquimicas se procede a un
desparafinado de las secciones. Para ello colocamos los portaobjetos en canastillas
especiales para portaobjetos, y los hacemos pasar por bafios de Xilol y por una
serie de alcoholes en orden decreciente de graduacion. Posteriormente se
introduce en agua destilada, y paraterminar se da un bario de PBS.

Tras el proceso de desparafinado ya se pueden aplicar las técnicas de

inmunohistoquimica.

- En primer lugar debemos inhibir la actividad enzimética enddgena de los
tgidos a analizar. Una vez que las secciones han sido desparafinadas el
siguiente paso va a ser incluirlas en una solucion de 100 cc. de alcohol
metilico + 1’5 cc. de agua destilada durante 30 minutos.

- Hidratacion progresiva:
eAlcohol 70°C durante 5 minutos.

eAgua destilada durante 5 minutos.
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3.2.2.1. Técnicade avidina-biotina peroxidasa (ABC)

Se introducen los portaobjetos en jarras plasticas termorresistentes con
solucion Buffer Citrato tal como hemos explicado anteriormente, y se
[levaa microondas tres ciclos durante 5 minutos cada uno.

- Trassacarlo del microondas dejamos enfriar 20 minutos.

- Una vez s hayan enfriado hacemos tres lavados con tampon PBS
(solucion tamponada de fosfatos).

Incubacién en suero de congjo normal, diluido en PBS 1/5 durante 30
minutos atemperatura ambiente (evita reacciones inespecificas).

- Sedecanta (sin lavar).

Se aflade el anticuerpo primario. En nuestro estudio un corte de cada caso
se incuba con cada uno de los siguientes antisueros:

eAntisuero Receptores de estrogenos:

Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti receptores
de estrégenos, clon 1D5 (DAKO M- 7047), diluido en PBS 1/100, en

camara hiimeda y a temperatura ambiente.
eAntisuero Receptores de progesterona

Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti receptores
de progesterona, clon PR AT 4.14 (DAKO A-0098), diluido en PBS
1/50, en camara hiumeda y a temperatura ambiente.

eAntisuero Ki67:
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Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti Ki 67,
clon Mib-1 (Immunotech 0505), prediluido de forma comercial, en
camara hiimeda y a temperatura ambiente.

eAntisuero P53:

Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti p53, clon
DO-7, (DAKO M-7001), diluido en PBS 1/100, en camara himeda y a
temperatura ambiente.

eAntisuero bcl-2:

Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti bcl-2, clon
124 (DAKO M-887), diluido en PBS 1/80, en camara himeda y a
temperatura ambiente.

eAntisuero c-erbB-2:

Incubacion durante 60 minutos con el anticuerpo primario anti c-erbB-2,
(DAKO A-0485), diluido en PBS 1/100, en camara humeda y a
temperatura ambiente.

Se elimina el sobrante y se hacen tres lavados de 5 minutos cada uno, con
tampon PBS disuelto en agua.

Secamos las preparaciones a mano y procedemos a la incubacion con el
anticuerpo  secundario  biotinilado (anticuerpo de conegjo  anti-
inmunoglobulinas de ratén, ligado a biotina (Dakopats E-354), a
dilucién 1:300 en PBS) durante 30 minutos, en camara himeda y a
temperatura ambiente.

Se elimina el sobrante y se hacen tres lavados con tampon PBS durante 5
minutos atemperatura ambiente.

Incubacién con el complejo ABC (Dakopatts X-335), durante 30 minutos
en camara himeda y a temperatura ambiente. El complejo ABC debe

prepararse 30 minutos antes de su uso, afiadiendo a 5 ml. de PBS una
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3.2.3

gota del reactivo “A” y una gota del reactivo “B” en este orden,

agitandolo después.

Se elimina el sobrantey se lava en PBS durante 10 minutos atemperatura

ambiente.
Lavado con TRIS tampdn al 10%. Medimos el pH, que debe ser 7°6.
Revelado:

1.- 100 Tris + 50 mgr de DAB + 60 microl de H»O..

2.- Lavar en aguay mirar al microscopio.

Como tincion de fondo, hemos utilizado Hematoxilina. Se introducen las
preparaciones en la hematoxilina durante 10 segundos; luego lavamos en
agua durante 10 minutos.

Deshidratamos para el montaje de las preparaciones:
Alcohol 70° Durante 3-4 minutos.
Alcohol 96° Durante 5 minutos.
Alcohol 100° Dos ciclos de 5 minutos.
Xilol.

Montaje de las preparaciones con gelatina-glicerina.

METODO PARA LA VALORACION DE RESULTADOS

Tras larealizacion de las técnicas anteriormente descritas, los resultados han

sido valorados mediante el estudio de las secciones con microscopia Optica
(OLYMPUS AH-2 VANOX-T). Las microfotografias de éstas se realizaron con
un fotomicroscopio OLYMPUS AH-2 VANOX-T, CAMARA FOTOGRAFICA
INCORPORADA OLYMPUS C-35AD-4, utilizando pelicula KODAK
EKTACROME.
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3.2.3.1. Criterios de valoracion en las técnicas de rutina

Sobre las secciones tefiidas con HXE y P.A.S. se redizd e estudio

histopatolégico rutinario en las que se valoraron |os siguientes parametros:

- Tipo histolégico de carcinoma de endometrio. (adenoacantoma,
carcinoma adenoescamoso, carcinoma de células claras, carcinoma
endometrioide simple, Carcinoma mucinoso, carcinoma secretor, y

carcinoma papilar seroso).
- Estadio segun la clasificacion de laFIGO (G.1, G.2, G.3).
- Grado nuclear (1, 2, 3).
- Invasion miometrial (My 0, My 1, My 2, My 3, My 4).
- Invasion vascular (Si/ No/ No Vaorable).

- Hiperplasia endometrial en la mucosa adyacente al tumor (Si/ No/ NO
Valorable).

3.2.3.2. Criterios de valoracion de las técnicas inmunohistol 6gicas

En €l revelado de la reaccion inmunohistoquimica se utiliz6 una sustancia
cromogena, la Diaminobencidina. Con este reactivo, las &eas donde se ha
producido reaccion entre e antigeno investigado y el anticuerpo primario

muestran una coloracién marronacea.

La valoracion porcentual de células inmunotefiidas para cada uno de los
marcadores oncogeénicos, receptores hormonales y de proliferacion, fue
subjetivamente analizada con un rango de aproximacion del 5%. Todas las
muestras fueron evaluadas independientemente por dos observadores.
Consideramos como positivo aguellos elementos con intensidad medig/alta y de
distribucion selectiva. Una media de 10 campos de gran aumento (x40) fue
valorada en las secciones tumorales. Las éreas necréticas y artefactadas fueron
obviadas del estudio.
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3.24. METODO ESTADISTICO

El estudio estadistico ha sido realizado tanto con variables cuantitativas
como con variables cualitativas. En primer lugar se ha realizado un estudio
estadistico descriptivo de los resultados. Los datos han sido agrupados y
presentados por medio de tablas y graficos estadisticos utilizando la hoja de
célculo Microsoft Excel 97.

Ademas, hemos redlizado un estudio estadistico de la relacion existente
entre el inmunomarcaje y las variables histologicas para, lo que hemos utilizado el
andlisis de lavarianza (ANOVA).

La comparacion entre la inmunotincion de cada uno de los marcadores
dentro de la mucosa adyacente al tumor y el propio tumor, fue realizada con el test

de comparacion de medias pareadas.

Para estudiar la correlacion existente entre los diferentes marcadores
inmunohistoquimicos fue utilizado el test de correlacion de matrices de Pearson
(Programa Stat View).

Por otra parte realizamos estudios multivariantes para establecer la relacion
entre cada uno de los marcadores, el tipo histologico y la clasificacion de la FIGO.
(Programa JMP 3.1.).

En todos los casos el nivel de significacion elegido ha sido de P<005.

109



RESULTADOS



Resultados

4.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

De los 99 casos estudiados, obtuvimos 2 casos con edad comprendida entre
30-39 afios, 3 con edad entre 40-49 afios, 15 entre 50-59 afios, 48 entre 60-69
anos, 26 entre 70-79 afos y 5 entre 80-89arios (Tabla 1.1).

La edad media de las 99 pacientes ha sido de 6543 afios, siendo €l rango
entre 35-88 afios (Tabla 1.1).

Laedad media de las pacientes para cada uno de los grupos establecidos por
la clasificacion de la FIGO, hasido la siguiente: las del grupo G.1 6583 afios, las
del grupo G.2 de 6453 afios, las del grupo G.3 63'42 afios y las del grupo de
tumores especiales 67°66 afios (Tabla 1.2).

Seguin €l tipo de toma de muestra en nuestro estudio, tenemos 73 casos en
los que utilizamos la pieza obtenida de histerectomia, y 26 casos procedentes de
legrado (Tabla 2).

Seguin la clasificacion de la FIGO, obtuvimos 60 casos para el grado G.1, 26
casos para €l grado G.2y 7 casos para el grado G.3 (Tabla 3).

Segln €l tipo anatomopatolégico los 99 casos se dividieron en: 80
carcinomas endometrioides simples, 6 adenoacantomas, 4 carcinomas
adenoescamosos, 4 carcinomas papilares serosos, 2 carcinomas de células claras,
2 carcinomas mucinosos, y 1 carcinoma secretor (Tabla 4).

Al estudiar larelacion entre la clasificacion de la FIGO y los diferentes tipos
histologicos de los tumores, hallamos para el grado G.1: 4 adenoacantomas
(6°67%), 2 carcinomas adenoescamosos (3°33%), 52 carcinomas endometrioides
simples (86'67%), 1 carcinoma mucinoso (1'67%) y 1 carcinoma secretor
(1'67%). Para el grado G.2 obtuvimos. 2 adenoacantomas (7°69%), 2 carcinomas
adenoescamosos (7°69%), 21 carcinomas endometrioides simples (80°78%), 1
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carcinoma mucinoso (3'85%), y ningun carcinoma secretor. En el grado G.3 los 7

casos eran carcinomas endometrioides simples (Tabla5).

Los resultados obtenidos al estudiar los casos segin el grado nuclear, han
sido: 43 casos de grado nuclear 1, 41 casos de grado nuclear 2 y 15 casos con
grado nuclear 3. En este caso hemos incluido los casos especiales. (Tabla 6).

La invasion miometrial también ha sido valorada. De los casos analizados,
48 han mostrado invasion miometrial My 1, 10 casos invasion My 2, y 15 casos
invasion My3. No pudieron ser valorados 27 casos por corresponder a las
muestras obtenidas por legrados o por el mal estado (Tabla 7). En la Figura 7

podemos observar un caso de invasion miometrial.

Otro parametro valorado ha sido la invasion vascular, habiendo obtenido 24
casos con invasion vascular y 47 casos sin invasion. Sin embargo, 28 casos no han
podido ser valorados (Tabla 8). (Figura 32).

También se ha valorado la hiperplasia endometrial. Como resultado hemos
hallado 25 casos con hiperplasia, 20 casos sin hiperplasia y 54 casos no han
podido ser valorados (Tabla 9).

De los 93 casos que hemos estudiado, 60 (64°52%) correspondian a un
estadio G.1, 26 (27°96%) a un estadio G.2 y 7 (7'53%) a estadio G.3 de la
clasificacion de la FIGO. Creemos conveniente recordar que para € resto de la
investigacion sdlo hemos utilizado los carcinomas endometrioides, dejando fuera
del estudio estadistico los 6 casos de carcinomas especiales, 4 carcinomas
papilares serosos y 2 carcinomas de células claras (Tabla 1.1).

4.2. RESULTADOSDE LA ZONA TUMORAL

4.2.1. RECEPTORES DE ESTROGENOS

- La positividad para receptores estrogénicos fue del 41°42% de media
para los tumores de estadio G.1 (como se puede observar en las Figuras
11b y 12b), del 30'23% para los de estadio G.2 (Figura 18b) y del
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

24'29% para los G.3 (en algunos casos la expresion ha sido negativa
como en el caso de laFigura21b) (Tabla2.2 'y Gréfico 10).

Las diferencias de positividad para los receptores estrogénicos en la zona
tumoral, tanto entre los grupos G.1y G.2, como entrelos G.1y G.3y los
G.2y G.3, no han resultado significativas (Tabla 2.3).

RECEPTORES DE PROGESTERONA

La positividad para los receptores de progesterona encontrada para la
zona tumoral del endometrio, alcanz6 para el estadio G.1 una media del
4512%, para G.2 una media del 27°88% (siendo heterogénea la
expresion de RP en las células tumorales como muestra la Figura 17) y
para G.3 unamediadel 7°86% (Tabla 3.2 y Grafica 11).

Las diferencias de positividad en la zona tumoral obtenidas entre los
grupos G.1-G.2 y G.1-G.3 para los receptores de progesterona, han sido
significativas (P<0'0202 y P<0°0034 respectivamente), mientras que
entre G.2-G.3 no han sido significativas (Tabla 3.3).

PROTEINA MIB-1 (KI-67)

La positividad para el marcador Mib-1 en la zona tumoral de las
muestras, ha sido para el estadio G.1 una media del 9°'52% (Figuras 12a,
13b y 14), para €l estadio G.2 del 27°'58% y para €l estadio G.3 del
71°43% (Figuras 20b, 25) (Tabla 4.2 y Grafico 12).

Las diferencias de positividad obtenidas para la zona tumoral entre los
grupos G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 para € marcador Mib-1, han sido
significativas con una P<0"001 en cada uno de los grupos (Tabla 4.3).

PROTEINA P53

La positividad para la proteina P53 en la zona tumoral, fue de una media
del 7°42% para los tumores de estadio G.1 (Figura 22a), del 32°35% para
los de estadio G.2 y del 58'57% para los de estadio G.3 (elevada

reactividad para P53 en la Figura 22b) (Tabla 5.2 y Gréafico 13).
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4.2.5.

4.2.6.

4.3.

Las diferencias de positividad para la proteina P53 en la zona tumoral de
las muestras, entre los grupos G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 han resultado
significativas con una P<0"0001, P<0’0001 y P<0"0181 respectivamente
(Tabla’5.3).

PROTEINA bcl-2

La positividad para la proteina bcl-2 en la zona tumoral, siguiendo la
clasificacion de la FIGO, ha sido para G.1 una media del 33'92% (la
Figura 15 nos muestra la expresion citoplasmatica focal de bcl-2), para
G.2 unamedia del 27°15% y para G.3 una media del 21°43% (Figura 23)
(Tabla 6.2 y Gréfico 14).

Las diferencias de positividad para la proteina bcl-2 en la zona tumoral,
entre los grupos G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 no han resultado
significativas (Tabla 6.3).

PROTEINA c-erbB-2

La positividad parala proteina c-erbB-2 en la zona tumoral, fue de media
21°92% para el estadio G.1 de la clasificacion de la FIGO (Figura 16a),
del 37°15% para el estadio G.2 (Figura 19) y el 60% para el estadio G.3
(Figura24) (Tabla 7.2 y Gréfico 15).

Ladiferencia de positividad parala proteina c-erbB-2 en la zona tumoral
de la muestra ha sido significativa para los grupos G.1-G.2 y G.1-G.3
(P<0'0361 y P<0"0024 respectivamente), mientras que entre G.2-G.3 no
hemos encontrado diferencias significativas (Tabla 7.3).

RESULTADOS EN LA MUCOSA ADYACENTE AL
TUMOR

En el estudio de la mucosa endometrial han sido omitidos 26 casos debido a

gue corresponden a legrados y no a histerectomias.
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4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

RECEPTORES DE ESTROGENOS

La positividad para los receptores estrogénicos en la mucosa de las
muestras fue de media el 80°45% para el estadio G.1, €l 80°71% para el
estadio G.2 y el 76'67% para €l estadio G.3 de la clasificacion de la
FIGO (Tabla 8.2y Gréfico 16).

Las diferencias de positividad para los receptores estrogénicos en la
mucosa de las muestras, entre los grupos G.1-G.2, G.1-G.3y G.2-G.3 no
han sido significativas (Tabla 8.3).

RECEPTORES DE PROGESTERONA

En el estudio de la mucosa adyacente al tumor, la positividad para los
receptores de progesterona fue el 82'50% de media para el estadio G.1 de
la clasificacion de la FIGO, el 74'41% para el estadio G.2 y el 70°00%
parael estadio G.3 (Tabla9.2 y Gréfico 17).

Las diferencias de positividad para los receptores de progesterona en la
mucosa adyacente al tumor, no han sido significativas en ninguno de los
casos, ni entre G.1-G.2, ni G.1-G.3 ni G.2-G.3 (Tabla9. 3).

PROTEINA MIB-1 (Ki-67)

La positividad para la proteina Mib-1 encontrada en la mucosa adyacente
a tumor ha sido para € estadio G.1 de 1'32% de media, para el G.2 de
0'53% y parael G.3 de 0'83% (Tabla 10.2 y Gréafico 18).

Las diferencias de positividad para la proteina Mib-1 en la mucosa de las
muestras entre los grupos G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 no han sido
significativas (Tabla 10.3).

La tabla de percentiles nos relaciona el marcador Mib-1 con la
hiperplasia de endometrio en la mucosa adyacente al tumor. En este
estudio hemos observado que la mayoria de los casos, con y sin
hiperplasia de endometrio, se encuentran en el percentil O con respecto

al marcador Mib-1, mientras que s6lo unos pocos casos sin hiperplasia
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4.3.4.

4.3.5.

4.3.6.

4.4.

de endometrio estén en el percentil 5 y algunos de hiperplasia se

encuentran en los percentiles 5, 10 y 20 (Gréfico 19).

PROTEINA P53

Al hacer el estudio de la expresién de la proteina P53 en la mucosa
adyacente al tumor no hemos encontrado ningun caso que exprese dicha

proteina.

PROTEINA bcl-2

La positividad para el marcador bcl-2 en la mucosa adyacente al tumor
presentd para el estadio G.1 una media del 76" 70%, para el estadio G.2
del 74"12% y para el estadio G.3 del 78"33% (Tabla11.2 y Grafico 20).

No se han encontrado diferencias significativas a estudiar la positividad
de bcl-2 en la mucosa adyacente al tumor entre los grupos G.1-G.2, G.1-
G.3y G.2-G.3 (Tabla11.3).

PROTEINA c-erbB-2

La positividad para la proteina c-erbB-2 en la mucosa adyacente al tumor

ha sido nula en todos los casos estudiados.

COMPARACION DE MEDIAS PAREADAS

Hemos considerado la expresion de cada uno de los marcadores en el tumor

como la variable independiente, mientras que dichos marcadores en la mucosa los

hemos consideramos la variable dependiente.
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441 COMPARACION DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES DE ESTROGENOS ENTRE LA ZONA
TUMORAL Y LA MUCOSA ADYACENTE AL TUMOR

Hemos encontrado diferencias significativas al comparar los receptores de
estrogenos en la mucosa con los del tumor, ya que P<0'0001. Esto quiere decir
gue mientras en la zona de mucosa hay abundantes receptores de estrogenos, en la
zona tumoral disminuyen significativamente estos receptores (Intervalo de
confianza (-52°50, -35'92)) (Tabla 13 y Gréfico 22).

44.2. COMPARACION DE LA EXPRESION DE LOS
RECEPTORES DE PROGESTERONA ENTRE LA ZONA
TUMORAL Y LA MUCOSA ADYACENTE AL TUMOR

Al comparar los receptores de progesterona en la mucosa adyacente al
tumor con los del propio tumor, estadisticamente podemos decir que se han
obtenido diferencias significativas ya que P<0'0001. Esto quiere decir que
mientras en la zona de mucosa hay abundantes receptores de progesterona en la
zona tumoral disminuye significativamente la positividad de dichos receptores
(Intervalo de confianza (-48°34, -31°36)) (Tabla 14 y Grafico 23).

4.4.3. COMPARACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
MIB-1 (Ki-67) ENTRE LA ZONA TUMORAL Y LA
MUCOSA ADYACENTE AL TUMOR

Respecto a la proteina Mib-1, hemos observado diferencias significativas al
comparar la mucosa adyacente al tumor y el propio tumor, ya que P<0"0001. Esto
quiere decir que mientras en la zona de la mucosa existe muy baja positividad
para dicha proteina, en la zona tumoral la expresion de la proteina Mib-1 es alta
(Intervalo de confianza (13'73-25°07)) (Tabla 15 y Gréfico 24).
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4.4.4. COMPARACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
P53 ENTRE LA ZONA TUMORAL Y LA MUCOSA
ADYACENTE AL TUMOR

Al comparar la expresion de la proteina P53 en la mucosa adyacente al
tumor con la expresion del propio tumor, podemos decir que estadisticamente
obtuvimos diferencias significativas, ya que P<0'0001. Esto quiere decir que
mientras en la mucosa adyacente al tumor no hemos encontrado ninglin caso con
expresion de P53, en la zona tumoral si que es elevada la expresion de dicha
proteina (Intervalos de confianza (7”16, -20°75)) (Tabla 16.1-y Grafico 25).

4.45. COMPARACION DE LA EXPRESION DE PROTEINA
bcl-2 ENTRE LA ZONA TUMORAL Y LA MUCOSA
ADYACENTE AL TUMOR

Estadisticamente, hemos encontrado diferencias significativas al comparar
la expresion de la proteina bel-2 en la mucosa adyacente al tumor y el propio
tumor, ya que P<0"0001. Esto quiere decir que mientras en la mucosa hay una alta
expresion de proteina bcl-2, en la zona tumora disminuye significativamente
dicha proteina (Intervalo de confianza (-57°66, -41°15)) (Tabla 17.1 y Gréfico
26).

4.4.6. COMPARACION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
c-erbB-2 ENTRE LA ZONA TUMORAL Y LA MUCOSA
ADYACENTE AL TUMOR

Respecto a la expresion de la proteina c-erbB-2, hemos obtenido resultados
estadisticamente significativos al comparar entre la mucosa adyacente al tumor y
el propio tumor, ya que P<0"0001. Esto quiere decir que mientras en la mucosa
hay muy baja expresion de c-erbB-2 en la zona tumoral |a expresion de dicha
proteina es méas elevada (Intervalo de confianza (16'63, -30°86)) (Tabla 18.1 y
Gréfico 27).
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45. MATRIZ DE CORRELACION

Con la matriz de correlacion intentamos investigar grados significativos de
correlacion estadistica entre variables pareadas una a una. De su observacion,
encontramos que entre los RE y RP hay una correlacion de 0°65, entre RE y Mib
de-002, entre RE y Bcl-2 de 022, entre RE y P53 de -0°07, entre RE y C-erbB-2
de 0°02, entre RP y Mib-1 de -0"22, entre RP y Bcl-2 de 0°31, entre RP y P53 de -
025, entre RP y C-erbB-2 de -0'08, entre Mib-1 y Bcl-2 de —0°07, entre Mib-1y
P53 de 050, entre Mib-1 y c-erbB-2 de 0°41, entre Bcl-2 y P53 de —0°01, entre
Bcl-2 y C-erbB-2 de 0'21 y entre P53 y c-erbB-2 de 0°45. S6lo hemos obtenido
valores que se aproximan a ser significativos en la correlacion estadistica entre RE
y RP con un coeficiente de correlacion de Pearson de 0°65, y entre P53 y Mib-1

con un coeficiente de correlacion de 0°50 (Tabla 19).

Al redlizar la recta de regresion no hemos encontrado relacion significativa
entre la correlacion de RE-RP y Mib-1-P53 (Gréfico 29y 28).

4.6. ESTUDIOSMULTIVARIANTES

En el estudio multivariante asociamos los diversos grupos de tumores segin
la clasificacion de la FIGO (G.1, G.2 y G.3) y los tipos anatomopatoldgicos de
tumores de endometrio: adenoacantoma (AAC), carcinoma adenoescamoso
(CAE), carcinoma endometrioide simple (CES), carcinoma mucinoso (CM), y
carcinoma secretor (CS). También hemos estudiado como se expresan los
diferentes marcadores.

Debemos recordar que todos estos tumores pertenecen al grupo de los
carcinomas endometrioides, pero en este estudio hemos querido ver como se

comportan cada uno de ellos de una forma més especifica.

Algunos subtipos histoldgicos en la poblacion general son muy poco
frecuentes. Por ello al escoger nuestra muestra hemos podido obtener muy pocos
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casos de los mismos. Este hecho nos lleva a que los resultados encontrados solo
nos permitiran observar la tendencia obtenida para cada uno de los tumores, tanto

en la zonatumoral como en la mucosa adyacente a tumor.

4.6.1. RECEPTORES DE ESTROGENOS

Paralos RE, en los carcinomas endometrioides simples (CES) (de los cuales
tenemos el mayor nimero de tumores), la tendencia que sigue este tipo de tumor
es, a menor grado tumoral (segun la clasificacion de la FIGO), mayor expresion
de RE.

Sin embargo, para los tipos adenoacantoma (AAC) y carcinoma mucinoso
(CM) a menor grado tumoral, menor expresion de RE. En los carcinomas mixtos
debemos destacar que los carcinomas de grado G.2 tuvieron una alta expresion de
RE. Debemos recordar que el nimero de tumores de AAC y CM son escasos,
ademas no tenemos ninguno del grado G.3 de estos dltimos. En el carcinoma
adenoescamoso (CAE) los tumores de grado G.1 expresan RE, y el carcinoma

secretor (CS) no ha presentado expresion de RE (Grafico 30.1.).

En la zona de mucosa adyacente a tumor hemos encontrado una alta
expresion de RE. No podemos decir que cada uno de los tumores seguin su grado
de malignidad sigan una tendencia determinada, pero si que podemos afirmar que
en la mucosa sana, los RE muestran niveles elevados en cualquier grado tumoral
(Gréfico 30.2).

4.6.2. RECEPTORES DE PROGESTERONA

Los RP en el carcinoma endometrioide simple(CES) siguen una tendencia
similar a los RE, es decir, a menor grado tumoral mayor expresion de RP. Lo
mismo sucede en los carcinomas adenoescamoso (CAE) y en el adenoacantoma
(AAC), no siendo asi en el carcinoma mucinoso (CM), en el cual a menor grado
tumoral, menor expresion de RP. Debemos destacar que los carcinomas
mucinosos (CM) de grado G.2 mostraron €l mayor nivel de RP. En el carcinoma
secretor (CS) no se ha demostrado expresion de receptores de progesterona
(Gréfico 31.1).

120



Resultados

Los RP en la mucosa adyacente al tumor siguen la misma tendencia que los
RE. Tienden a ser elevados en todos los tipos anatomopatoldgicos de tumor y
ademés en todos los grados. En los carcinomas endometrioides simples (CES)
siguen unatendencia similar ala de la zona tumoral pero menos elevada, teniendo
mayor expresion de RP en los tumores de menor grado y siendo similar en el
adenoacantoma (AAC). Por el contrario en el carcinoma adenoescamoso (CAE) y
en el carcinoma mucinoso (CM), a menor grado tumoral, menor expresion de RP.
El carcinoma secretor (CS) se comporta con RP altos en la mucosa (Grafico 31.2).

4.6.3. PROTEINA MIB-1 (KI-67)

El marcador Mib-1 en el carcinoma endometrioide simple (CE) sigue una
tendencia directamente proporcional a grado de malignidad tumoral segin la
clasificacion de la FIGO. Es decir, a menor grado de malignidad, menor marcador
de Mib-1. Podemos observar como en el grado G.3 la expresion de Mib-1 es muy
elevada con respecto al resto de los grados y los diversos tipos. Lo mismo ocurre
con los carcinomas mucinosos (CM). Sin embargo, no es asi en los
adenoacantomas (AAC), en los que la tendencia que siguen es a menor grado de
malignidad, mayor tincion. Tampoco en el carcinoma adenoescamoso (CAE) que
esigual paralos grados G.1y G.2. Los carcinomas secretores (CS) no se pueden
valorar (Gréfico 32.1).

En la mucosa adyacente a tumor, la expresion de Mib-1 sdlo se ha
demostrado en los carcinomas endometrioides simples (CES). La mayor expresion
ha correspondido a los tumores de grado G.1, después a los de grado G.3 y la
minima expresion mostrada ha sido para los de G.2, aunque no se puede decir que
marque una tendencia concreta. También se ha demostrado en e caso del
carcinoma secretor (CS), en el que la expresion en la mucosa es muy alta en el
grado G.1 (Gréfico 32.2).

4.6.4. PROTEINA P53

La expresion de la proteina P53 en el carcinoma endometrioide simple
(CES) sigue una tendencia directamente proporcional al grado tumoral de la
clasificacion de la FIGO, esto es, a menor grado tumoral, menor expresion de la
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proteina P53. Los adenoacantomas (AAC) mostraron el mismo nivel (bajo) de
expresion en el grado G.1 que en el G.2, mientras que de los carcinomas
mucinosos (CM) solo mostraron expresion baja de P53 los de grado G.1. Por otro

lado los carcinomas secretores no mostraron expresion (Gréfico 33.1).

En la mucosa adyacente a tumor, no observamos expresion de P53 en
ningun tipo, ni grado tumoral de los carcinomas endometriales que hemos
estudiado.

4.6.5. PROTEINA bcl-2

La expresion de la proteina bcl-2 en el carcinoma endometrioide simple
(CES) sigue una tendencia inversamente proporcional al grado tumoral segln la
clasificacion de la FIGO, es decir, a menor grado de malignidad, mayor expresion
de bcl-2. Igual ocurre con los adenoacantomas (AAC) y con el carcinoma
adenoescamoso (CAE). El carcinoma mucinoso (CM) tiene muy poca expresion
en el grado G.1, a contrario que el carcinoma secretor (CS) que muestra una
expresion elevada en el grado G.1, la cual haresultado ser la méxima expresion en
nuestro estudio (Gréfico 34.1).

En la mucosa adyacente a tumor, la expresion de bcl-2 en los carcinomas
endometrioides simples (CES) es alta en todos los grados de la clasificacion de la
FIGO, aunque muestra escasas diferencias entre los tres grados tumorales. Los
adenoacantomas (AAC) tienden a expresar mayor tincién de bcl-2 en el grado G.1
gue en el grado G.2, a igual que en el carcinoma adenoescamoso (CAE), no
siendo asi en los carcinomas mucinoso (CM) en los que el G.1 expresa menor
Bcl-2 que el grado G.2. Respecto a carcinoma secretor (CS) la expresion de Bcl-2
fue altapara el grado G.1 (la méaxima) (Gréfico 34.2).

4.6.6. PROTEINA c-cerbB-2

La expresion de la proteina c-erbB-2 en los carcinomas endometrioides
simples (CES), ha seguido una tendencia directamente proporcional a grado
tumoral de la clasificacion de la FIGO, es decir, a menor grado de malignidad,
menor expresion. Lo mismo ocurre en los adenoacantomas (AAC), no siendo asi
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en los carcinomas adenoescamosos (CAE), los cuales muestran mayor expresion
en el grado G.1 que en el grado G.2. Respecto a carcinoma mucinoso (CM) sdlo
los de grado 2 han mostrado expresion de c-erbB-2. Los carcinomas secretores
(CS) no han mostrado expresion (Gréfico 35.1).

En la mucosa adyacente al tumor, hemos encontrado expresion de c-erbB-2
tan sblo en alguin caso aislado.

4.7. MANOVA

4.71. MEDIA DE LOS MARCADORES CONSIDERANDO
TODOS LOS CASOS

Hemos realizado un estudio multivariante en el que analizamos la expresion
media de cada uno de los marcadores en todos los grados de la FIGO en conjunto
y hemos obtenido los siguientes valores. para RE en el tumor hemos hallado una
expresion media aproximada del 38%, para los RP una media aproximada de
39%, para Mib-1 una media aproximada del 20%, para bcl-2 una media
aproximada del 31%, para P53 del 19% y para la proteina c-erbB-2 una media
aproximada de 29% (Tabla 22.1 y Gréfico 36.1).

4.72. MEDIA DE LOS MARCADORES SEGUN LA
CLASIFICACION DE LA FIGO

Al estudiar la media de expresion de cada uno de los marcadores en cada
uno de los grados de la clasificacion de la FIGO por separado, hemos obtenido
para el grado G.1, una expresion media de RE del 41°41%, de RP del 45"11%, de
Mib-1 del 9°51%, de Bcl-2 del 33'91%, de P53 del 7°41% y de C-erbB-2 del
21°'91%. En el grado G.2, encontramos una expresion media de RE del 30"23%,
de RP del 27°88%, de Mib-1 del 27°57%, de Bcl-2 del 27°11%, de P53 del
32'34% y de C-erbB-2 del 37°15%. Para el grado G.3, obtuvimos una expresion
media para los RE del 24°28%, para RP del 785, para Mib-1 del 71°42%, para
Bcl-2 del 21°42%, para P53 del 58'57%, y para C-erbB-2 del 60%.
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Al estudiar cada uno de los marcadores en los tres grados de la clasificacion
de la FIGO, comprobamos que tanto los RE como los RP y la proteina Bcl-2 son
inversamente proporcionales al grado tumoral, por lo tanto a menor indice
tumoral, mayor expresion de dichos marcadores. Por €l contrario la proteina Mib-
1, laproteina P53 y el oncogén c-erbB-2 son directamente proporcionales al grado
de malignidad, esto es, a mayor grado de malignidad, mayor expresion de dichos
marcadores (Tabla 22.2 y Gréfico 36.2).

4.8. MEDIA DE LOS MARCADORES RESPECTO A
CADA UNO DE LOS SUBTIPOS
ANATOMOPATOLOGICOS

4.8.1. MEDIA DE RE Y RP EN CADA SUBTIPO HISTOLOGICO

Dentro de los carcinomas endometrioides, hemos valorado cada uno de los

subtipos histologicos.

De este modo, los adenoacantomas han mostrado en la zona tumora una
expresion media de RE del 25°0% y para los RP del 26"'6%, mientras que en la
zona de mucosa proxima a tumor unos RE con expresion media del 72% y de RP
del 80%.

Para los carcinomas adenoescamosos hallamos una expresion media de RE
del 12'5% y de RP del 20"5%; estos resultados no son significativos debido a que
s6lo uno de estos carcinomas ha mostrado positividad para estos receptores, y por
tanto puede alterar los valores reales. Mientras que en la mucosa encontramos una
expresion media de RE del 73"33% y de RP del 56°67%.

Para los carcinomas endometrioides simples la expresion media de RE en la
zona tumoral ha sido del 39°'45% y para los RP del 39"63%. Mientras que en la
zona adyacente al tumor, ha sido del 80"75% para los RE y del 80"63% para los
RP.

124



Resultados

Los carcinomas mucinosos han mostrado una expresion media de RE en la
zona tumoral de 42°'50% y de RP de 37"50%, y en la zona de mucosa ha sido del
90% para los RE y del 70% para los RP. Los carcinomas de tipo secretor, sdlo
hemos encontrado un caso, el cual mostraba una expresion nula tanto paralos RE
como paralos RP.

Respecto a los carcinomas especiales, los carcinomas de células claras no
mostraron positividad para los RE y RP en la zona tumora, sin embargo
presentaron alta positividad de tincion tanto para los RE (95%) como para los RP
(85%). En los carcinomas papilares serosos solo hemos encontrado un caso, delos
cuatro que teniamos, que haya mostrado positividad para dichos receptores en la
zona tumoral, con lo cual hemos obtenido una expresion media para los RE del
2'50% y del 1'25%. Por e contrario, en la zona de mucosa hemos encontrado
positividad en todos los casos habiendo sido la media para los RE de 75% y para
lo RP de 75% (Tabla 23).

4.8.2. MEDIAS DE P53 Y Mibl EN CADA SUBTIPO
HISTOLOGICO

Hemos analizado también la expresion del marcador de proliferacion P53 y
laproteina Mib-1 en los diferentes subtipos histoldgicos, tanto en la mucosa como

en la zona tumoral.

De esta manera en la zona tumoral, los adenoacantomas mostraron una
expresion media del 15%, los carcinomas adenoescamosos del 5°50%, los
carcinomas de células claras del 8'50%, los carcinomas endometrioides simples
del 19°68%, los carcinomas mucinosos del 5%, los carcinomas papilares serosos
del 57"50% y en los carcinomas secretores la expresion fue nula. En la mucosa,
ninguno de los carcinomas presentd expresion de la proteina P53 (Tabla 24).

Respecto a la proteina Mib-1, en la zona tumord los adenoacantomas
presentan una expresion media del 10°33%, los carcinomas adenoescamosos de
10°00%, los carcinomas de células claras del 47°'50%, los carcinomas
endometrioides simples del 20"58%, los carcinomas mucinosos del 17°50%, los
carcinomas papilares serosos del 66°25% Yy los carcinomas secretores del 5%. En
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la zona de mucosa solamente mostraron algo de expresion los carcinomas de
células claras, los carcinomas endometrioides simples, los carcinomas papilares
Serosos y los carcinomas secretores, siendo en todos ellos muy baja (Tabla 24).

4.8.3. MEDIAS DE bcl-2 Y c-erbB-2 EN CADA SUBTIPO
HISTOLOGICO

También hemos valorado la expresion media de los oncogenes Bcl-2 y c-
erbB-2 en los diferentes tipos histoldgicos, y los resultados obtenidos han sido los
siguientes. para e oncogén Bcl-2, en la zona tumoral los adenoacantomas
mostraron un expresion media del 15°83%, los carcinomas adenoescamosos del
22'50%, los carcinomas endometrioides simples del 32"50%, los carcinomas
mucinosos del 2°50%, los carcinomas papilares serosos del 7°50%, los carcinomas
secretores del 100% y en los carcinomas de células claras la expresion fue nula
En la mucosa, la expresion ha sido alta en todos los casos, entre el 72% vy el
100%, excepto en los carcinomas mucinosos en los que la expresion fue del
17°50% (Tabla 25).

La expresion de la oncoproteina c-erbB-2 en la zona tumoral ha sido para
los adenoacantomas del 32°50%, los carcinomas adenoescamosos del 50%, los
carcinomas de células claras del 75%, los carcinomas endometrioides simples del
29°31%, los carcinomas mucinosos del 20°00%, los carcinomas papilares serosos
del 73 75% y en los carcinomas secretores la expresion fue nula. En la mucosa
adyacente al tumor la expresion fue nula en todos los casos, excepto en los
carcinomas endometrioides que fue minima con 1°43% (Tabla 25).

4.9. DIAGRAMA EN PIRAMIDE

En este gréfico reflegjamos como se expresan los RE y los marcadores de
proliferacion P53 y Mib-1 con respecto a la invasion miometrial que se produce

€N nuestros casos.
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La zona de la piramide que no se colorea, se debe a los casos en los que
Unicamente se ha estudiado €l legrado, como es obvio en estos casos no se ha
podido valorar e miometrio y su posible afectacion.

La zona central corresponde a los tumores con mayor invasion miometrial
(>3°00), y vemos que dicha variable se relaciona directamente tanto con el
marcador de proliferacion P53 como con el Mib-1. Sin embargo la relacion

obtenida ha sido inversa entre los RE y lainvasion miometrial.

Asi, la expresion de P53 en la zona de méxima invasion miometrial et
entre 02 y 1, la expresion de Mib-1 se encuentra entre 0°4 y 0°75, mientras que

paralos RE la expresion ha sido baja, situandose entre 0y 0°4.

Alrededor de la zona central de la pirdmide, van apareciendo los diferentes
niveles de invasion que son marcados con distintos colores. Conforme nos vamos

alegjando del centro, encontramos menor invasion. (Gréafico 37).
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Tablas, Gréficos y Figuras

5.1 Tablasy Gréficos

En la tabla 1 hemos recogido todos los datos de cada uno de los casos
estudiados. Asi, hemos apuntado €l nimero de biopsia, la edad, el tipo de toma, €l
grado segun la clasificacion de la FIGO, el subtipo histoldgico, €l tipo tumoral, el
grado nuclear, la invasion miometrial, la invasion vascular, la expresion de cada
uno de los marcadores por una parte en la zona tumoral y por otra en la mucosa

adyacente a tumor, y ademas la existencia o no de hiperplasia endometrial.

Algunos de las abreviaturas que hemos empleado:

L/H: Legrado/Histerectomia.

C. FHGO: Clasificacion de la Federacion Internacional de Ginecologia 'y
Obstetricia.

E: Carcinomas especiales

- G1,G2,G3:Grado 1, 2, 3.

- AAC: Adenoacantoma

- CAE: Carcinoma adenoescamoso.

- CCC: Carcinoma de células claras.

- CES: Carcinoma endometrioide simple.
- CM: Carcinoma mucinoso.

- CPS: Carcinoma papilar seroso.

- CS: Carcinoma secretor.
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- GCE: Grupo de carcinomas especiales.

- CE: Carcinoma endometrioide.

G.N.: Grado Nuclear.

- |. MIO: Invasién miometrial.

. VASC: Invasion vascular.

- T.----: Tumor.

- ¥: Novadorable.
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n°de casos

Gréfico 1. DISTRIBUCION POR EDADES DE LA MUESTRA
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Edad

Tablal.1. Edad media

Edad media: 65,434
Desviacion standard: 8,952
Error Standard: 0,900

N° de casos: 99
Rango:[35;88]

Tabla 1.2. Edad media segun la C. FIGO

Edad Desviacion
Cl Figo N° de casos media Edad
E 6 67,67 6,41
G1 60 65,83 7,76
G2 26 64,54 10,64
G3 7 63,43 14,02
Total general 99 65,43 8,95
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n°de casos

n° de casos

80

Gréfico 2. TIPO DE TOMA DE MUESTRA
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Gréfico 3. CASOS SEGUN CLASIFICACION DE LA FIGO
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n° de casos

Gréfico4. TIPO HISTOLOGICO
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Tabla 26. Numero de casos de los subtipos histoldgicos segun la C. FIGO

Gl G2 G3
AAC 4 2 0 6
6,67 7,69 0,00
CAE 2 2 0 4
3,33 7,69 0,00
CE 52 21 7 80
86,67 80,77 100,00
CM 1 1 0 2
1,67 3,85 0,00
(O] 1 0 0 1
1,67 0,00 0,00
60 26 7 93
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n°de casos

Gréfico 5. CLASIFICACION AGO - TIPO HISTOLOGICO
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Gréfico 6. GRADO NUCLEAR
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n° de casos

n°de casos

60

Gréfico 7. INVASION MIOMETRIAL
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Graéfico 8. INVASION VASCULAR
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n° de caso
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Tabla 2.1. Andlissdelavarianza delos RE en la zona tumoral.

ANOVA Table for T. RE
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vdue

C.FIGO| 2 3493,37 1746,69 1,45 ,2396

Residua || 90 108290,63 1203,23

M odd Il estimate of between component variance: 23,38

Tabla 2.2. Tabla 2.3. Diferencia de
Expresidon de RE expresion de RE entre
segun C. FIGO. losgruposdeC. FIGO.
Fisher'sPLSD for T. RE
Means Tablefor T. RE Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Level: 5 %
Count Mean d.Dev. Sd. Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vdue
G1 60 | 41,42 35,00 4,52 Gl, G2 11,19 16,18 ,1730
G2 26| 30,23 34,56 6,78 Gl1, G3 17,13 27,52 ,2195
G3 71 24,29 32,07 12,12 G2,G3 5,95 29,34 ,6883

Gréfico 10. Expresion media de RE segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. RE
Effect: C. FIGO
Error Bars: £ 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 3.1. Andlissdela varianza delos RP en la zona tumor.

ANOVA Table for T. RP
DF Sumof Sqguares Mean Square F-Vaue P-Vaue

C.FIGO| 2 12035,55 6017,78 6,25 | ,0029

Residua || 90 86649,69 962,77

M oddl |1 estimate of between component variance: 217,44

Tabla 3.2. Tabla 3.3. Diferencia de
Expresiéon de RP expresion de RP entre
segun C. FIGO. los gruposde C.FIGO.

Fisher'sPLSD for T. RP

Means Tablefor T. RP Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Level: 5 %

Count Mean Std.Dev. Std. Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vdue
G1 60 | 45,12 33,02 4,26 G1, G2 17,23 14,47 ,0202 | S
G2 26| 27,88 29,54 5,79 G1,G3 37,26 24,62 ,0034 | S
G3 7| 7,86 9,06 343 G2,G3 20,03 26,25 ,1331

Gréfico 11. Expresion media de RP segin la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. RP
Effect: C. FIGO
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 4.1. Andlissdelavarianza del Ac. Mib-1en la zona tumoral.

ANOVA Table for T. MIB
DF Sumof Squares Mean Square F-Vaue P-Vaue

C.FIGO| 2 26545,21 13272,61 57,43 | <,0001

Residud || 90 20801,04 231,12

M odd |1 estimate of between component variance: 560,99

Tabla4.2. Tabla 4.3. Diferencias de
Expresién de Mib expresion de Mib entre
segun C. FIGO. losgruposdeC. FIGO.
Fisher's PLSD for T. MIB

Means Table for T. MIB Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Level: 5 %

Count Mean Sd.Dev. Sd.Err. Mean Diff. Crit. Diff P-Vaue
Gl 60| 9,52 10,18 131 Gl, G2 -18,06 7,09 <0001 (S
G2 26| 27,58 23,67 4,64 G1,G3 -61,91 12,06 | <,0001 | S
G3 717143 10,69 4,04 G2, G3 -43,85 12,86 | <,0001 | S

Gréfico 12. Expresion mediade Ac. Mib-1segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. MIB
Effect: C. FIGO
Error Bars: £+ 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 5.1. Andlissdela varianza de la proteina P53 en la zona tumoral.

ANOVA Table for T. p53
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vaue

C.FIGO| 2 23588,61 11794,31 18,04 | <,0001

Residua || 90 58848,18 653,87

M odd |1 estimate of between component variance: 479,21

Tabla5.2. Tabla5.3. Diferenciasde
Expresién de P53 expresion de P53 entre
segun C. FIGO. losgruposdeC. FIGO.
Fisher's PLSD for T. p53
MeansTableforT. pS3 Effedt: C. FIGO

Significance Level: 5 %

Count Mean Sd.Dev. Sd.Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Value

Gl 60| 742 16,94 219 G1,G2 2493| 11,03| <0001 | S
G2 26| 32,35 37,35 7,33 G1,G3 -51,15 20,29 | <,0001| S
G3 7| 58,57 3424 12,94 G2,G3 2623| 21.63| 0181|s

Gréfico 13. Expresion media dela proteina P53 segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. p53
Effect: C. FIGO

100 Error Bars: £ 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 6.1. Andlissdela varianza dela proteina bcl-2 en la zona tumoral.

ANOVA Tablefor T. bd-2
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vaue
C.FIGO| 2 1543,52 771,76 59| 5582
Residud || 90 118348,95 1314,99

M odel Il estimate of between component variance:

Tabla 6.2. Tabla 6.3. Diferenciasde
Expresién de bcl-2 expresion de bel-2 entre
segun C. FIGO. losgruposdeC. FIGO.
Fisher's PLSD for T. bd-2
Means Table for T. bd-2 Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Level: 5 %
Count Mean Sd.Dev. Sd. Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vdue
Gl 60 | 33,92 35,99 4,65 G1, G2 6,80 16,92 ,4265
G2 26| 27,12 38,08 747 G1,G3 12,49 28,77 ,3909
G3 712143 30,78 11,64 G2,G3 5,69 30,68 , 7135

Gréfico 14. Expresion media dela proteina bel-2 segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. bcl-2
Effect: C. FIGO
Frror Bars: & 1 Standard Deviation(s)

/
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Tabla 7.1. Andlisisdela varianza de la oncoproteina C-erbB-2 en la zona tumoral.

ANOVA Table for T. cerb-2
DF Sumof Squares Mean Square F-Vadue P-Vaue

C.FIGO| 2 11465,86 5732,93 6,17 | ,0031

Residud || 90 83689,97 929,89

M odd |1 estimate of between component variance: 206,61

Tabla 7.2. Tabla 7.3. Diferenciasde
Expresion de C-erbB-2 expresion de C-erbB-2 entre
segun C. FIGO. los gruposdela C.FIGO.
Fisher'sPLSD for T. cerb-2
able for T. cerb- .
Means Tablefor T. cerb-2 Effect: C. FIGO

Significance Level: 5 %

Count Meen Sd.Dev. Sd.Erm. Meen Diff. Crit. Diff P-Vaue

Gl 60 [ 21,92 28,04 3,62 G1, G2 -15,24 1422| ,0361|S
G2 26| 37,15 34,34 6,74 G1, G3 -3808| 2420| ,0024|S
G3 7 60,00 3606| 13,63 G2, G3 -2285| 2580 ,0819

Gréfico 15. Expresion media de C-erbB-2 segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. cerb-2
Effect: C. FIGO

100 Error Bars: 1+ 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 8.1. Andlisisdela varianza de RE en la mucosa.

ANOVA Table for M. RE
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vaue

C.FIGO| 2 82,08 41,04 ,10 [ ,9084

Residud || 64 27299,77 426,56

M odel Il estimate of between component variance:
26 cases were omitted due to missing values.

Tabla 8.2. Tabla 8.3. Diferenciasde
Expresidon de RE expresion de RE entre
segun C. FIGO. losgruposdela C. FIGO.

Fisher's PLSD for M. RE

Means Table for M. RE Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Lewvel: 5 %
Count Mean Sd.Dev. Sd.Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vaue
G1 44 80,45 19,16 2,89 G1, G2 -,25 11,78 | ,9661
G2 17| 80,71 23,15 5,61 G1,G3 3,79 17,9 ( 6749
G3 6| 76,67 24,22 9,89 G2,G3 4,04 1959 ( ,6818
26 cases were omitted due to missing values. 26 cases were omitted due to missing values.

Gréfico 16. Expresion media de RE en la mucosa segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for M. RE
Effect: C. FIGO
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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26 cases were omitted due to missing values.
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Tabla9.1. Andlissdela varianza de RP en la mucosa.

ANOVA Table for M. RP
DF Sumof Sqguares Mean Square F-Vaue P-Vaue

C.FIGO| 2 1375,66 687,83 167 ,1959

Residud || 64 26319,12 411,24

M odd 1l estimate of between component variance: 16,64
26 cases were omitted due to missing values.

Tabla9.2. Tabla 9.3. Diferenciasde
Expresiéon de RP expresion de RP entre
seguin C. FIGO. losgruposdelaC. FIGO.
Fisher's PLSD for M. RP
Means Table for M. RP éffe‘:}[;sc_ |:|c.;c)0r
Effect: C. FIGO Significance Level: 5%
Count Mesn Sid.Dev. Sd. Err. M een Diff. Crit. Diff P-Vaue
Gl 441 82,50 16,44 2,48 G1,G2 8,09 11,57 | ,1673
G2 17| 74,41 27,27 6,61 G1,G3 12,50 17,63 | ,1615
G3 6| 70,00 23,66 9,66 G2, G3 441 1924 | ,6484
26 cases were omitted due to missing values. 26 cases were omitted dueto missing values.

Gréfico 17. Expresion media de RP en la mucosa segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for M. RP
Effect: C. FIGO
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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26 cases were omitted due to missing vaues.
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Tabla 10.1. Andlisisdela varianza del Ac Mib-1 en la mucosa.

ANOVA Table for M. MIB
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vaue

C.FIGO| 2 8,01 4,01 41 ,6642

Residud || 64 622,61 9,73

M odel Il estimate of between component variance:
26 cases were omitted due to missing values.

Tabla 10.2. Tabla 10.3. Diferenciasde
Expresién de Mib expresion de Mib entre
segun C. FIGO. losgruposdelaC. FIGO.
Means Table for M. MIB IElfs}heg:sCP.li:SIgofor M. MIB

Effect: C. FIGO Significance Level: 5%

Count Mean Sd.Dev. Sd.Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vaue

Gl 441 1,32 3,65 55 G1,G2 79 1,78 | ,3792
G2 17 53 133 32 G1, G3 48 2,71 7221
G3 6 ,83 2,04 ,83 G2,G3 -,30 2,96 ,8381
26 cases were omitted due to missing values. 26 cases were omitted due to missing vaues.

Gréfico 18. Expresion media de Ac. Mib en mucosa segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for M. MIB
Effect: C. FIGO
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Grafico 19. Expresion de Ac. Mib-1 en la mucosa tanto normal como hiper plasi ca.
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Tabla 11.1. Analisisde la varianza de la oncoproteina bcl-2 en la mucosa.

ANOVA Table for M. bd-2
DF Sumof Squares Mean Square F-Vdue P-Vaue

C.FIGO| 2 112,22 56,11 ,14 8737

Residud || 64 26542,26 414,72

M odel I estimate of between component variance:
26 cases were omitted due to missing values.

Tabla11.2. Tabla 11.3. Diferencias de
Expresién de bcl-2 expresion de bel-2 entre
segun C. FIGO. losgruposdelaC. FIGO.
Fisher's PLSD for M. bdl-2
Means Table for M. bd-2 Effect: C. FIGO
Effect: C. FIGO Significance Lewvel: 5 %
Count Mean Sd.Dev. Sd.Err. M ean Diff. Crit. Diff P-Vdue
Gl 441 76,70 21,27 321 G1, G2 2,59 11,62 ,6579
G2 17| 74,12 20,33 4,93 G1, G3 -1,63 17,71 ,8548
G3 6 78,33 9,83 4,01 G2,G3 -4,22 19,32 ,6643
26 cases were omitted due to missing vaues. 26 cases were omitted due to missing values.

Grafico 20. Expresién media de la proteina bcl-2 en la mucosa segun la C.FIGO.

Interaction Bar Plot for M. bel-2
Effect: C. FIGO
100 Error Bars: 1 1 Standard Deviation(s)

80

60

20 + - - -

Gl G2 G3
26 cases were omitted due to missing values.
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Tabla 13.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

delaexpresion de RE.

Paired Means Comparison
Hypothesized Difference=0

Mean Diff. DF t-Value P-Value 95% Lower 95% Upper

T.RE, M. RE -44,21| 66| -10,65( <,0001 -52,50 -35,92

Gréfico 22.

Cell Point Chart
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 14.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

delaexpresion de RP.

Paired Means Comparison
Hypothesized Difference = 0

Mean Diff. DF t-Vdue P-Vdue 95% Lower 95% Upper

T.RP,M.RP -39,85| 66| -9,37| <,0001 -48,34 -31,36

Gréfico 23.

Cell Point Chart
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 15.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

delaexpresion de Mib.

Paired Means Comparison
Hypothesized Difference = 0

Mean Diff. DF t-Vaue P-Vdue 95% Lower 95% Upper

T.MIB,M.M IB” 19,40 | 66 6,83 [ <,0001 13,73 25,07

Gréfico 24.

Cell Point Chart
45 Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 16.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

dela expresion de P53.

Paired Means Comparison
Hypothesized Difference = 0

Mean Diff. DF t-Vaue P-Vdue 95% Lower 95% Upper

T.p53, M. p53 13,96 | 66 4,10 ( ,0001 7,16 20,75

Gréafico 25.

Cell Point Chart
5 Error Bars: = 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 17.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

dela expresion de bel-2.

Paired Means Comparison
Hypothesized Difference = 0

Mean Diff. DF t-Vaue P-Vaue 95% Lower 95% Upper

T. bc-2, M. ba-2 -49,40 | 66| -11,95( <,0001 -57,66 -41,15

Gréfico 26.

Cell Point Chart
Error Bars: + 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 18.1. Comparacion entre la zona mucosa y la zona tumoral

delaexpresion de C-erbB-2.

Paired Means Comparison
Hypothesi zed Difference = 0

Mean Diff. DF t-Vadue P-Vdue 95% Lower 95% Upper

T. cerb-2, M. cerb-2 23,75 | 66 6,66 | <,0001 16,63 30,86

Gréfico 27.

Cell Point Chart
Error Bars: + 1 Standard Devi ation(s)
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Tabla 19. Matriz de correlacion de los diferentes marcadores.

Correlation Matrix
T.RE T.RP T.MIB T.bd-2 T.p53 T.cerb-2

T.RE 1,00 ,65 -,02 22 -,07 ,02
T.RP ,65| 1,00 -,22 31 -,25 -,08
T.MIB -02| -22 1,00 -,07 ,90 41
T. bcl-2 ,22 31 -,07 1,00 -,01 21
T.p53 -07 | -25 ,50 -,01 1,00 45
T. cerb-2 021 -,08 41 21 45 1,00

93 observations were used in this computation.
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Tabla 20.1. Correlacion entre Mib y P53.

Regression Summary
T.MIBvs. T. p53

Count 93
Num. M issing 0
R ,50
R Squared 25

Adjusted R Squared 24

RM SResidual 19,78

Tabla 20.2.

ANOVA Table
T.MIBvs. T. p53

DF Sumof Squares Mean Square F-Vaue P-Vdue

Regession || 1 11737,30 11737,30 | 30,00 | <,0001
Residua o1 35608,96 391,31
Totd 92 47346,26

Gréfico 28.

Regression Plot
20 ™
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T.RP

Tabla 21.1. Correlacion entre RP y RE.

Regression Summary
T.RPvs. T.RE
Count 93
Num. Missing 0
R ,65
R Squared 43
Adjusted R Squared 42
RM SResidua 24,90
Tabla 21.2.
ANOVATable
T.RPw.T.RE
DF Sumof Squares Mean Square F-Vaue P-Vaue
Regession| 1 42259,63 42259,63 | 68,15 | <,0001
Residua 91 56425,62 620,06
Totd 92 98685,25
Gréfico 29.

Regression Plot
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Grafico 30.1. Expresion delos RE en la zona tumoral en cada tipo histolégico
segun la C.FIGO.
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Grafico 30.2.Expresion delos RE en la zona de mucosa en cada tipo histologico
segun laC. FIGO.

Interaction Bar Plot for M. RE

Effect: C. FIGO * TIPO
Error Bars: = 1 Standard Deviation(s)
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Grafico 31.1. Expresiéon delos RP en la zona tumoral en cada tipo histolégico
segun la C.FIGO.
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Interaction Bar Plot for T. RP
Effect: C. FIGO * TIPO
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Grafico 31.2. Expresidon delos RP en la mucosa en cada tipo histolégico segun la
C.FIGO.
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Grafico 32.1. Expresion de Mib en la zona tumoral en cada tipo histolégico segun
laC. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. MIB
Effect: C. FIGO * TIPO ||:| Gl G2 | G3
Error Bars: = 1 Standard Deviation(s)
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Grafico 32.2. Expresién de Mib en mucosa en cada tipo histologico segun la
C.FIGO.

Interaction Bar Plot for M. MIB

Effect: C. FIGO * TIPO Gl [/ G2 G3
Error Bars: =1 Standard Deviation(s) | O B |
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Grafico 33.1.Expresion de P53 en la zona tumoral en cada tipo histolégico segun la
C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. pS3
Effect: C. FIGO * TIPO O Gl G2 @ G3
Error Bars: £ 1 Standard Deviation(s)
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Grafico 34.1. Expresion de bcl-2 en la zona tumoral en cada tipo histolégico segiin
laC. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. bel-2
Effect: C. FIGO * TIPO [0 Gl G2 @ G3
Error Bars: = 1 Standard Deviation(s)
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Grafico 34.2. Expresiéon dela bcl-2 en la mucosa en cada tipo histologico segun la
C. FIGO.

Interaction Bar Plot for M. bcl-2

Effect: C. FIGO * TIPO Gl G2 G3
Error Bars: = 1 Standard Deviation(s) ||:I 2 E I
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Grafico 35.1. Expresion de C-erbB-2 en la zona tumoral en cada tipo histolégico
segun la C. FIGO.

Interaction Bar Plot for T. cerb-2
Effect: C. FIGO * TIPO [0 Gl G2 @ G3
Error Bars: = 1 Standard Deviation(s)
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Tabla 22.1.

HANDY A

Parameter Estimates ]

T.RE T.RP T. HIB T. be1-2 T. p33 T. cerb-2
Intercept I AVTTIAY 269528083 26 1740537 274858742 EZ.TVEOBE 39 4901709
C. FIGO[G1-GE] 9,4T004094 19,15I9504 -06 65TI97 & A297024T  -25,Z6141&  -17,77I504
C. FIOO[G2-03] -1, 7469475 05300706 —4,5971306 -0,3714096 -0, 4319892 -E SIG3E40
Graéfico 36.1. Media de los mar cadores.
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C. FIGD
G1
G2
G3

Tabla 22.2. Media de los marcadores segun la C. FIGO.

T. RE
4 41 EEEE8T
30,2307592
24 28371432

T. RF
45 1 1EEEE67T
27 ,2845154
T,85714286

T. HIB
951 6EEEE6T
27, 576e9231
T1,4285714

T. bel-2
ZZ 1 EEEET
27 1153846
21 4285714

T. pS3
7 41EEE86T
32 3461538
S5 5714286

T. cerb-2
21 ,9166667
37,1538462

&0

Grafico 36.2. M edia de los mar cador es segun la clasificacion de la FIGO.
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Tabla 23. Mediasde RE y RP en los subtipos histoldgicos.

T.RE T.RP M. RE M.RP
AAC 25.00 26.67 72.00 80.00
CAE 12.50 20.50 73.33 56.67
CCC 0.00 0.00 95.00 85.00
CES 39.45 39.63 80.75 80.63
CM 42.50 37.50 90.00 70.00
CPS 2.50 1.25 75.00 75.00
CS 0.00 0.00 90.00 90.00

Tabla 24. Mediasde P53y M 1B en los subtipos histoldgicos.

T.p53 T.MIB M. p53 M.MIB
AAC 15,00 10,33 0,00 0,00
CAE 5,50 10,00 0,00 0,00
CCC 8,50 47,50 0,00 2,00
CES 19,68 20,58 0,00 1,20
CM 5,00 17,50 0,00 0,00
CPS 57,50 66,25 0,00 1,00
CS 0,00 5,00 0,00 5,00
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Tabla 25. Mediasde bcl-2 y C-erbB-2 en los subtipos histolgicos.

T. bcl-2 T. c-erbB-2 M. bcl-2 M. c-erbB-2
AAC 15,83 32,50 72,00 0,00
CAE 22,50 30,00 76,67 0,00
CCC 0,00 75,00 75,00 0,00
CES 32,50 29,33 78,21 1,43
CM 2,50 20,00 17,50 0,00
CPS 7,50 73,75 80,00 0,00
CS 100,00 0,00 100,00 0,00
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Gréfico 37. Expresion de RE, proteina P53 y marcador de proliferacion Mib-1
segun € grado deinvasion miometrial.
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5.2. FIGURAS

Figura 1. a) Endometrio atréfico quistico. HXE. 2x.
b) Adenocarcinoma bien diferenciado de endometrio tipo endometrioide. G1
con patron papilar. HXE. 4x.

Figura 2. Carcinoma endometroide. G1. Crecimiento exofitico polipoide intracavitario.
HXE 4x.
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| Figura 3. Carcinoma endometrioide G1. Patron glandular y grado nuclear bajo. P.A.S. 20x. |

Figura 4. Carcinoma endometroide. G1. Patron glandular y grado nuclear bajo. Tricrémico.
20x.
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[ Figura 5. Estructuras glandulares y zonas solidas tumorales. G2. HXE. 20x.

[ Figura 6. Diferenciacion glandular y areas consolidadas con grado nuclear 2. HXE. 40x. |
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Figura 8. Carcinoma endometrial. Patron de crecimiento sdlido > 50%, no morular o

escamoso. G3. HXE. 20x.
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Figura 9. Carcinoma papilar seroso. Formaciones papilares con marcada atipia celular.
Aspecto mesonefroide. HXE. 40x.

ZoTE AR

v:‘&' 5

[ Figura 10. Carcinoma mucinoso. Abundante secrecién mucinosa. P.A.S. positiva 20x.
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Figura 11. Carcinoma endometroide. G1.
a) P.A.S. 20x.
b) Elevada e intensa positividad nuclear para receptores estrogénicos. IH (ABC-
DAB) RE. 20x.

Figura 12. Carcinoma endometroide G1.
a) Indice proliferativo poco elevado Mib-1 IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.
b) Receptores estrogénicos. IH (ABC-DAB) RE. 20x.
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Figura 13. Carcinoma endometroide. G1.
a) IH (ABC-DAB) RE. 20x.
b) IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.

Figura 14. Minima actividad proliferativa en adenocarcinoma endometroide con
formaciones villoglandulares. G1. IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.
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Figura 15. Carcinoma endometroide. G1. Expresion citoplasmatica focal.
IH (ABC-DAB) bhcl-2. 20x.

Figura 16. Carcinoma endometroide G1.
a) Elevada positividad de los elementos tumorales con reaccion
citoplasma/membrana. IH (ABC-DAB) C-erbB-2. 20x.
b) HXxE. 20x.
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Figura 17. Carcinoma endometroide. G2.
a) Heterogeneidad en la expresién de RP en las células tumorales. IH (ABC-
DAB) RP. 20x.
b) P.A.S. 20x.

Figura 18. Carcinoma endometroide G2.
a) Uniformidad en la expresion de bcl-2. IH (ABC-DAB) bcl-2. 20x.
b) Uniformidad en la expresion de RE. IH (ABC-DAB) RE. 20x.
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Figura 19. Carcinoma endometroide. G2. Reactividad intensa en la poblacioén tumoral de
C-erbB-2. IH (ABC-DAB) C-erbB-2. 10x.

Figura 20. Carcinoma endometroide. Diferencias porcentuales notables para Mib-1 entre
G1/G3. IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x. a) G.1y b) G.3
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Figura 21. Carcinoma endometroide. IH (ABC-DAB) RE. 20x.
a) Alta positividad IH para RE en carcinoma endometroide G1.
b) Ausencia de RE en G3.

Figura 22. Carcinoma endometroide reactividad para P 53. IH (ABC-DAB) P 53. 20x.
a) Ausencia de expresion en G1.
b) Elevada reactividad en G3.
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| Figura 23. Carcinoma endometroide G3. IH (ABC-DAB) bcl-2. 10x.

[ Figura 24. Carcinoma endometroide. G3. IH (ABC-DAB) C-erbB-2. 10x.
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[ Figura 25. Carcinoma endometroide G3. IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.

| Figura 26. Carcinoma papilar seroso. G3. IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.
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| Figura 27. Carcinoma papilar seroso. IH (ABC-DAB) C-erbB-2. 20x.

[ Figura 28. Carcinoma papilar seroso. G3. IH (ABC-DAB) P53. 10x.
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Figura 29. Carcinoma papilar seroso. Extensién contigua en las glandulas endometriales.
Tumor RP negativo. Glandulas normales RP positivo. IH (ABC-DAB) RP. 10x.

Figura 30. Carcinoma papilar seroso. Negatividad de las células tumorales para RP.
IH (ABC-DAB) RP. 40x.
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Figura 31. Carcinoma papilar seroso. Expresion negativa para RE en células tumorales y
alta positividad tanto en células glandulares como estromales. IH (ABC-DAB) RE. 40x.

Figura 32. Carcinoma papilar seroso. Invasion vascular.
a) IH (ABC-DAB) C-erbB. 20x.
b) IH (ABC-DAB) Mib-1. 20x.
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Discusion

6. DISCUSION

En nuestro estudio la edad media de las 99 pacientes ha sido de 65°43 afios,
encontrandose el rango de edad entre 35 y 88 afios (Tabla 1). Los resultados que
hemos obtenido son similares a los encontrados por otros autores como Friberg
(70), Carcangiu (25), Nyholm (98), Paimer (190), Riethdorf (208), Hamel (93)
etc.; quienes encontraron una edad media entre 64 afos 'y 67 afnos.

Ehrlich (55) fue el Unico de los autores revisados que se alejaba un poco de
esta media de edad, ya que en su estudio obtuvo una media de 57 afios, pero
debemos tener en cuenta que su rango de edad comprendia de 25 a 88 afios, y
probablemente este caso de 25 afos hace bajar la media

Al estudiar el grado histoldgico de nuestra muestra segiin la clasificacion de
la FIGO, observamos un predominio de casos grado G.1 de la clasificacion de la
FI GO, seguido de los carcinomas de grado G.2 y alguno de grado G.3 (Tabla 3).
Debido a estadiferencia en el nUmero de casos de cada grado, nos ha llevado a no

poder establecer pruebas definitivas en algunos de nuestros estudios.

Lo mismo nos ha ocurrido al valorar €l tipo histoldégico, donde obtuvimos
un predominio de los carcinomas endometrioides simples respecto al resto de los
carcinomas endometrioides y de los especiales. Debemos recordar que para
algunas pruebas sefidladas del estudio estadistico, no se han incluido los
carcinomas de células claras, ni los carcinomas papilares serosos (un total de 6
tumores especiales) (Tablab).

Al escoger los casos para nuestro estudio nos encontramos que en 26 de
nuestras pacientes solo se habia realizado legrado dentro de nuestro hospital, por
lo que no pudimos disponer de estos casos para dgunos de los estudios como la
invasion miometrial, los marcadores en la mucosa, etc. (Tabla 2).
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6.1. RECEPTORES DE ESTROGENOS Y DE
PROGESTERONA

Al igual que en otros estudios realizados con técnicas inmunohistoquimicas,
en nuestra investigacion la localizacion de los RE y RP ha sido a nivel del nicleo
con grandes variables de intensidad.

En algunos casos existian areas positivas y negativas en e mismo tumor,
tanto entre las diferentes glandulas, como entre las células epiteliales de las

mismas.

En nuestro estudio hemos observado un escalonamiento en la intensidad de
la tincién casi siempre a favor del estrato basal del endometrio, con pérdida
progresiva de la sefial a lo largo del estrato funcional, tanto en la parte sana del
endometrio como en la zona tumoral. Palacios (189) en su estudio también nos
habla de la distribucién especial de latincion celular anivel del endometrio.

Al analizar nuestros datos hemos podido confirmar los resultados de otros
estudios previamente publicados, en los cuales se relacionaba el estado de los RE

y RP con otros parametros clinico-patoldgicos.

Hemos encontrado que los RE y RP estan relacionados con el grado tumoral
segun la clasificacion de laFIGO. Para los RE la expresion media mas alta ha sido
para los tumores en G.1 (41°42%), algo menor (30"23%) en los de G.2, e inferior
(24°29%) en los de G.3. Como puede observarse, hay unarelacion inversaentre la
media de expresion de los RE y el grado tumoral, es decir, a mayor grado de
expresion menor grado de malignidad. En la Figura 21a podemos apreciar la alta
positividad para los RE en los tumores de grado G.1. (Tabla 2.2, Gréfico 10).

Sin embargo al estudiar larelacion entre los diferentes grados tumorales, las
diferencias encontradas entre G.1-G.2, G.1-G.2 y G.2-G.3 no han sido
significativas en ninguno de los casos (Tabla 2.3).

En este aspecto hemos coincidido con la mayoria de los autores que hemos

revisado, como Carcangiu (25), Nyholm (98), Paimer (190) y Wang (252).
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Sin embargo, Ehrlich (55) mostré que en su estudio los RE eran independientes
del estadio, €l grado histoldgico, la edad, la profundidad de invasion y la presencia
0 ausencia de metastasis linféticas.

Respecto a los receptores de progesterona también hemos encontrado una
relacion inversa entre dichos receptoresy el grado tumoral, habiendo obtenido una
expresion media de receptores de progesterona para los tumores en grado G.1 de
45°12%, para € grado G.2 de 27'88% y para €l grado G.3 de 7'86%. Por otra
parte, hemos encontrado diferencias significativas al examinar la positividad de
los RP entre los grupos G.1-G.2 y G.1-G.3 (con P<00202 y P<00034
respectivamente). No hemos encontrado diferencias significativas entre los grupos
G.2-G.3 (Tablas 3.2, 3.3y Gréfico 11).

Autores como Greastman (86), Carcangiu (25), Nyholm (98), Palmer (190),
Wang (252) y Ehrlich (55), han coincidido con nosotros en la existencia de una
relacion inversa de los RP con el grado de diferenciacién tumoral, esto es a mayor
expresion de RP menor grado tumoral.

Al valorar la mucosa préxima a tumor, hemos encontrado una elevada
positividad para los receptores de estrogenos, habiendo sido pequefias las
diferencias en los diferentes grados de tumor. Asi, para el grado G.1, hemos
obtenido una media de 80°45%, para el G.2 de 80'71% y para el G.3 de 76 66%.
Las diferencias de positividad entre G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 no han sido
significativas (Tablas 8.2, 8.3 y Gréfica 16).

Respecto a la expresion de los RP en la mucosa adyacente al tumor, los
resultados obtenidos han sido similares, siendo elevada en todos los casos y con
pocas diferencias entre ellos. Hemos encontrando una expresion media para G.1
de 82'50%, para G.2 de 7441% y para G.3 de 70'00%. En este caso las
diferencias de positividad entre G.1-G.2, G.1-G.3 y G.2-G.3 no han sido
significativas en ninguno de los casos (Tabla 9.2, 9.3 y Gréfica 17).

Entre los autores consultados, no hemos encontrado ningun estudio en el
gue se haya valorado la mucosa adyacente al tumor. Sin embargo, bien es sabido
gue en condiciones fisioldgicas, el endometrio tiene una gran dependencia
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hormonal, tanto de estrégenos como de progesterona, por 1o que a nivel del
endometrio, podemos encontrar RE y RP con mayor o menor variacion en la
positividad

Al comparar globalmente la expresion media de los RE y de los RP en el
tumor y en la mucosa adyacente al mismo, hemos encontrado diferencias
significativas, ya que P<0'0001. Esto quiere decir que mientras en la zona de
mucosa hay abundantes RE, en la zona tumoral disminuyen significativamente
(Tabla13.1, 14.1y Gréfico 22, 23).

En nuestro estudio observamos que los tumores con mayor indice de RE y
RP han sido los carcinomas endometrioides simples, seguidos de los
adenoacantomas, carcinomas adenoescamosos, y finalmente de los carcinomas de
células claras y los carcinomas secretores que han mostrado expresion nula.
(Tabla 23). Ademas, en los diferentes subtipos histol6gicos se observa una
disminucion de la expresion en la zona tumoral en relacion con la mucosa no
tumoral, la cual es estadisticamente significativa. Carcangiu (25) realizd un
estudio en el que valoraba la relacion entre el nivel de RE y RP en los diferentes
subtipos histoldgicos del carcinoma de endometrio y encontré valores semejantes
a los nuestros. Para é la mayor expresion, tanto de RE como de RP, se producia
en los carcinomas endometrioides simples, seguido de los adenoacantomas,
después por los serosos y finalmente por los carcinomas de células claras.

Al estudiar la relacion entre la expresion de los receptores estrogénicos y la
invasion miometrial obtuvimos una relacién inversa entre ambos. Sin embargo no
hemos encontrado asociacion con los RP, ni entre la invasion vascular y ambos
receptores. En este aspecto he coincidido en parte con Palmer (190) quien si
observo relacion directa entre los RE y los RP con la invasion miometrial.
Greastman (86) y Ehrlich (55) no encontraron asociacion entre los RP y la
invasion miometrial. Carcangiu (25) tampoco observo asociacion entre lainvasion
miometrial con los RE ni con los RP, sin embargo si que demostro relacion entre
lainvasion vascular y los RP.

En e estudio de correlacion de las diferentes variables hemos observado

correlacion entre los RE y los RP, con un coeficiente de correlacion de Pearson de
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0'65. Al hacer la curva de regresion hemos obtenido una gran dispersion entre los
dos parametros. Es decir ambos receptores se comportan de una forma semejante,
perdiendo capacidad de expresion cuando la agresividad del tumor es mayor
(Tabla 19 y Grafico 29).

Bigsby (15) realiz6 un estudio en el que demostré una relacion inversa entre
la expresion de C-erbB-2 y los RE y RP. Cuando la expresion de C-erbB-2 era
maxima los tumores no mostraban RE y RP. Sin embargo cuando la expresion de
C-erbB-2 era media o0 baja si que encontro presenciade RE y RP.

6.1.1. ESTUDIOS MULTIVARIANTES

En los estudios multivariantes, hemos correlacionado los diferentes tipos
tumorales con su respectivo grado histologico, y hemos valorado la expresion de
los RE. En los mismos se observa que la tendencia que siguen los carcinomas

endometrioides simples es a mayor grado tumoral, menor expresion de RE.

Sin embargo, los adenoacantomas y los carcinomas mucinosos han seguido
una tendencia diferente, a menor grado menor expresion (no debemos olvidar los
pocos casos de los que disponemos de este subtipo).

Por otro lado, el carcinoma secretor no ha expresado RE. En la mucosa
adyacente al tumor se ha observado alta expresion en todos los casos, sin que haya
diferencias significativas (Grafico 30.1y 30.2).

Al valorar los RP con este mismo método, los carcinomas endometrioides
simples, los adenoescamosos y los adenoacantomas han presentado una relacion
inversa entre € grado de malignidad, y la expresion de RP.

Sin embargo, en los carcinomas mucinosos la relacion entre ambos ha sido
directa (aunque debemos considerar que G.2 nos ha dado el maximo nivel de RP,
por lo que hace cambiar la media y la relacién). El carcinoma secretor ha
resultado negativo paralos RP.

En la mucosa adyacente al tumor, tienden a estar elevados los RP en todos
los tipos anatomopatol dgicos, y ademas en todos los grados (Gréafico 31.1-31.2).
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Podemos decir que €l tipo histolégico dd tumor influye también en la
expresion de RE y RP siendo mayor la expresion en aquellos tipos de menor
agresividad. Conforme va aumentando la agresividad del tumor, los receptores
van disminuyendo hasta desaparecer en |os tipos de peor prondéstico.

La expresion media de los RE en la totalidad de los casos, ha resultado del
38% aproximadamente, siendo similar la expresion para los RP, con un 39%.
(Gréfico 36.1).

Al valorar la expresion media de dichos receptores en cada uno de los
grados de la clasificacion de la FIGO, hemos encontrado que para los tumores de
grado G.1 laexpresion media de RE es algo menor que la media de los RP, siendo
41°41 y 45°11 respectivamente. Sin embargo, en los tumores grado G.2 la
expresion de RE ha sido algo mayor que para los RP, siendo de 3023 y 27°88%
respectivamente. De la misma manera, en los tumores G.3 hemos obtenido una
expresion de RE mayor que de los RP, 24'28% y 7°85% respectivamente.
(Gréfico 36.2y Tabla22.2).

Otros parametros han sido valorados por los autores consultados, como por
gjemplo la supervivencia de los pacientes.

En este sentido, Greastman (86) observd en sus pacientes que cuanto mayor
era la expresion de los RE y RP, mayor era la supervivencia. Palmer (190)
solamente encontro relaciéon entre los RE y la supervivencia, siendo también de
caracter directo. Ehrlich (55) sin embargo solo asocié la supervivencia a los RP,
resultando que a mayor expresion de los RP mayor era la supervivencia. Sin
embargo, Friberg y Noren (70) no encontraron diferencias significativas entre la
correlacion de RE y RP, en las mujeres que sobrevivian y en las que morian.
Como vemos alin debera estudiarse més profundamente esta relacion

Otros aspectos valorados por estos autores han sido: el grado de
recurrencias, las metastasis, la afectacion linfética, etc. Aunque los hallazgos
encontrados no han sido definitivos.
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Rayter (203) estudio la relacion entre € carcinoma de mama y los RE, y
obtuvo como resultado que la expresion elevada de los RE se relacionaba con un
menor grado de diferenciacion, con una edad mas avanzada y con algunos tipos
histolégicos de carcinoma de mama, como el carcinoma lobular, el mucinoso y el
tubular. Sin embargo, observé que los carcinomas comedo y medular, rara vez
expresaban RE.

6.2. ANTIGENO DE PROLIFERACION Ki-67

En nuestra investigacion, hemos intentado definir el significado de la
expresion de inmunotincién con el marcador de proliferacion Ki-67, el cual
creemos que esta directamente correlacionado con otros parametros, como €l
grado de agresividad de los carcinomas de endometrio, y el desarrollo de dicho

tumor, a igual que se ha descrito ya en otros tumores.

Como ya sabemos, la proteina Ki-67 aparece especificamente en las células
en proliferacion y en todas las fases del ciclo celular (G, S, G, y M), excepto en

la fase de reposo (Go); y parece ser un indice de agresividad neopléasica.

Para nuestro estudio hemos utilizado el anticuerpo monoclonal Mib-1, el
cual reacciona con el antigeno Ki-67, y tiene la ventaja de que puede ser utilizado
en secciones incluidas en parafina. La inmunotincion se ha localizado a nivel del
nicleo en todos los casos (Figura 12a).

La positividad de Mib-1 en los carcinomas de endometrio va a estar en
relacion directa con la diferenciacion tumoral. Asi, en nuestro estudio la expresion
mediaen G.1 hasido del 9'52%, en G.2 del 27°58% y en G.3 del 71"43%.

Ademas la diferencia de positividad entre G.1-G.2, G.1-G.3, y G.2-G.3 ha
sido significativa en todos los casos (P<0°001) (Tablas 4.2 y 4.3 y Gréfico 12).

No hemos hallado en la revision bibliogréfica ningin trabajo en el que se
haya estudiado la expresion del marcador Ki-67 (Mib-1) en los carcinomas
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endometriales, pero si en otros tumores como el de piel (232), en linfomas no-
Hodgkin (80), en carcinomas de mama (259), en carcinoma colo-rectal (197) y en
carcinoma cervical (76), etc.

Wintzer (259) valoro la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 en la
mama, tanto sana como con lesiones benignas y malignas. Obtuvo que la
positividad para Ki-67 era menor en los tejidos normales o benignos que en los
carcinomas, Yy dentro de los carcinomas aumentaba conforme mayor era el grado
del tumor. También Soyer (232), quien estudié la expresion de Ki-67 en los
tumores melanociticos, tanto benignos como malignos, observé una asociacion de
dicho marcador con el grado de malignidad, el indice de Breslow y el indice de
Clark.

A nivel de la mucosa adyacente al tumor la positividad para Mib-1 ha sido
muy baja. en G.1 fue del 1'2%, en G.2 del 0'53% y en G.3 del 0°83%, no
habiendo encontrado diferencias significativas en la positividad entre los grupos
G.1-G.2, G.1-G.3y G.2-G.3 (Tabla10.2, 10.3 y Gréfico 18).

En la mayoria de nuestros casos la mucosa adyacente al tumor es atrofica y
el percentil en la expresion de Mib-1 es 0, aunque alguin caso aislado es de 5. Sin
embargo, cuando la mucosa adyacente es hiperplasica el percentil en la expresion
de Mib-1 puede ser de 5, 10 6 20 (Gréfico 19).

En algunos casos en los que existe hiperplasia las células tienden a presentar
cambios de proliferacion, por lo que si expresan el anticuerpo Mib-1.

Ninguno de los articulos consultados han valorado la expresion de Mib-1 en
el tgjido adyacente a tumor, pero algunos autores han valorado la expresion de
Mib-1 en tejidos normales, como la mama (259) o la piel (232), encontrando en
ambos estudios una menor positividad de Ki-67 que en los tumores que se
estudiaron paralelamente.

Al comparar (medias pareadas) la expresion de la proteina Mib-1 entre la
mucosa adyacente al tumor y el propio tumor, hemos obtenido diferencias
significativas, ya que P<0'0001. Este resultado es el esperado puesto que ya

192



Discusion

hemos comentado la expresion minima de Ki-67 en la mucosa, y ademéas siempre
gue aparece dicha expresion es sobre la mucosa hiperplésica, en la cual hay
proliferacion; mientras que en los tumores, la expresion ha sido inversamente
proporcional ala diferenciacion, es decir, cuanto mayor es la expresion, menor es
ladiferenciacion (Tabla 15.1 y Gréfico 24).

En los carcinomas especiales que se obtuvieron en nuestro estudio, resultd
una expresion media de Mib-1 de 60%.

Al estudiar cada uno de los carcinomas especiales por separado, observamos
una media del 47°50% para los carcinomas de células claras, habiendo sido para
cada uno de los dos casos que tenemos de 15% para uno y de 80% para €l otro; lo
gue trae como consecuencia que la media no sea muy alta. Por otro lado, en los
carcinomas papilares serosos la media ha sido de 66'25% (Figura 26). La
expresion media de los adenoacantomas fue de 10°33%, de los carcinomas

adenoescamosos de 10°00%.

Al comparar los carcinomas endometrioides en general con los especiales,
podemos confirmar que en la expresion de Mib-1 influye el subtipo histolégico,
siendo més elevada en los casos de mayor agresividad. (Tabla 24).

Wintzer (259) en su estudio sobre la mama, no encontrd relacion entre la
expresion de Ki-67 y el tipo histoldgico del tumor.

Al valorar la expresion de la invasion miometrial en el diagrama de
pirdmides, encontramos que a una mayor expresion de Mib-1 le corresponde una
mayor invasion miometrial. Respecto a la invasion vascular sin embargo no
hemos encontrado relacidn con este marcador (la Figura 32.b nos muestra un caso

de invasion vascular con expresion de Mib-1 en un carcinoma papilar seroso).

Algunos autores como Garzetti (76), quien estudio la expresion de Ki-67 en
el carcinoma de cérvix escamoso, Si que observo una asociacidon entre este
marcador y la invasion vascular y linfatica. Al igual que Wintzer (259) en el
carcinoma de mama, también encontro relacion con la afectacion de los ganglios
linféticos.
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Al hacer la matriz de correlacién hemos encontrado que el Unico marcador
con el que tiene cierta correlacion nuestro marcador de proliferacion Mib-1 (Ki-
67) ha sido con el gen supresor p53, con una correlacién de 0'50 (Tabla 19). Sin
embargo al hacer la curva de regresion no hemos encontrado asociacion entre
ambas variables (Gréfico 28).

Wintzer (259), en su estudio del cancer de mama vio que habia una relacion
inversa entre la expresion del Ki-67 y los receptores de progesterona.

6.2.1. ESTUDIOS MULTIVARIANTES

En el carcinoma endometrioide simple la expresion de Ki-67 sigue una
tendencia directamente proporcional a grado de malignidad, lo mismo ocurre en

€l carcinoma mucinoso.

En los carcinomas adenoescamosos la expresion es igual en G.1 y G.2,
mientras que en los adenoacantomas a menor grado de malignidad hay mayor
expresion (Grafico 32.1). Esto nos indica que también el tipo histoldgico influye
en la expresion de Ki-67, siendo mayor en aguellos tumores més agresivos.

En la mucosa adyacente a tumor solo se ha demostrado una minima
expresion en los carcinomas endometrioides, y el Unico caso de carcinoma

secretor curiosamente presenta una expresion de Mib-1 alta (Gréfico 32.2).

La expresion media en la totalidad de los casos del marcador Mib-1 ha sido
aproximadamente del 20% (Gréfico 36.1). Al valorar el marcador Mib-1 en cada
uno de los grados segun la clasificacion de la FIGO, hemos encontrado una
expresion media para el G.1 del 9'51% para G.2 del 27'57% y para €l grado G.3
del 71°42%. (Gréfico 36.2, Tabla 22.2). Este estudio nos muestra que hay una
gran diferencia de expresion en los tres grados, siendo directamente proporcional
laexpresion de Mib-1 al grado tumoral.
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Varios autores han relacionado la expresion de Ki-67 (Mib-1) con la
supervivencia en diferentes carcinomas. Por gemplo Soyer (232) confirmo en su
estudio que la alta expresion de Ki-67 se relacionaba con una menor
supervivencia de los pacientes con melanomas malignos. Garzetti (76) también
encontro relacion entre la alta expresion de Ki-67 y la menor supervivencia en los
carcinomas de cérvix. Sin embargo Wintzer (259) no llegd a ninguna conclusion
CON respecto a estos parametros.

6.3. PROTEINA SUPRESORA TUMORAL P53

La expresion de la proteina supresora tumoral P53 se ha relacionado con
una mayor agresividad y evolucion en algunos tumores, entre ellos el carcinoma
endometrial. En nuestro estudio la expresion del anticuerpo P53 ha sido localizada
anivel del nucleo, coincidiendo con otros autores como Hamel (93).

En nuestro trabajo la expresion de la proteina P53 guarda relacion con el
grado de diferenciacion histoldgica, siendo ésta baja (7°2%) en tumores de grado
1, moderada (32"2%) en los de grado 2 y alta (58°55) en los tumores de grado 3
(en algunos casos de grado 1 se ha visto que hay ausencia de expresion de P53,
como muestrala figura 22a).

Por otro lado, han resultado significativas las diferencias de positividad
entre G.1-G.2, G.1-G.3y G.2-G.3 (Tablas 5.2, 5.3y Gréfico 3).

Nuestros resultados coinciden con Riethdorf (208), Bur (22), Kohler (133),
Yu (265), Strang (235), Berchuck (11) y Reinartz (207); para todos ellos la
expresion de P53 aumenta con el grado histolégico de malignidad.

En la mucosa adyacente a tumor no encontramos expresion de P53 en
ninguno de los tumores. ni en los carcinomas endometrioides, ni en los especiales
(carcinoma papilar seroso y carcinoma de células claras). Por este motivo no
hemos realizado ningun grafico. Estos resultados han sido adecuados, ya que esta

proteina se ha relacionado solamente con las células transformadas.
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Al comparar la expresion de la proteina P53 entre la zona tumoral y la
mucosa adyacente al tumor, como ya deciamos en nuestros resultados, muestra
unas diferencias significativas, ya que P<0'0001. Esto quiere decir que en €l tejido
tumoral la expresion de P53 es elevada, mientras que en la mucosa adyacente
siempre es negativa (Tabla 16.2, 16.3 y Gréfico 25). Debemos recordar que la
proteina P53 mutada (la cual aparece en células tumorales) es detectada por los
medios normales de inmunohistoquimica, ya que su vida media es mayor y se
acumula en los nacleos, sin embargo la P53 en cantidad normal (mucosa normal)
no se detecta

Algunos autores como Kohler (133) y Riethdorf (208), coinciden con
Nosotros en que en sus respectivos estudios la expresion de la proteina P53 en la
mucosa fue también negativa. Berchuck (11) analiz6 tanto la mucosa endometrial

normal como hiperplésicay también encontré negatividad en ambas.

Respecto a los carcinomas papilares serosos hemos obtenido una media de
expresion de P53 del 57°5%, siendo el caso con menor expresion del 30% vy el de
maxima expresion del 80% (Figura 28 y Tabla 24).

Los carcinomas de células claras han mostrado una expresion media de P53
del 8'5%, siendo el caso con menor expresion del 2% y el de méxima del 15%
(Tabla 24).

La expresion media de P53 en los diferentes subtipos de carcinoma
endometrioide ha oscilado desde una expresion nula para los carcinomas
secretores, hasta una expresion del 19°68% para los carcinomas endometrioides

simples.

Al comparar las medias de expresion en los carcinomas endometrioides y
los especiales vemos como la expresion de P53 esta relacionada también con la
mayor agresividad de algunos subtipos histoldgicos. (Tabla 24).

Zheng (268) realizé un estudio en el cual comparé la expresion de P53 en

los carcinomas endometrioides y los carcinomas papilares, y obtuvo una media de
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expresion para los primeros del 28°6%, mientras que para los carcinomas
papilares obtuvo una media del 71%.

Segun el diagrama en piramide hemos encontrado que existe asociacion
entre el marcador de proliferacion P53 y la invasion miometrial. En dicha gréfica
podemos observar que la zona central de la piramide, que indica invasion
miometrial > 3°00, corresponde a la zona de mayor expresion del marcador de
proliferacion P53. Concéntricamente van rodeando a esta zona, los grados de
invasion miometrial progresivamente menores. Respecto alainvasion vascular sin

embargo no hemos encontrado relacion con este marcador (Gréfico 37).

Coincidimos con Bur (22) y Kohler (133) para los que la mayor expresion
de esta proteina corresponde a tumores de alto grado y gran agresividad.

En nuestro estudio la correlacion entre las diferentes variables no ha sido
significativa en ningun caso para la proteina P53, habiendo sido la mas cercana la
correlacion entre P53 y Mib-1, para la cual, el coeficiente de correlacion ha sido
de 0'50. Al hacer la curva de regresion no hemos encontrado asociacion entre
ambos parametros. (Tabla 19 y Gréfico 28). Sin embargo, si hemos encontrado un
cierto paraelismo entre la expresion de la P53 y Mib-1, ya que ambas aumentan
cuanto mayor es la agresividad de los tumores, aunque estadisticamente no hemos
podido demostrarlo.

6.3.1. ESTUDIOS MULTIVARIANTES

Al estudiar cdmo se expresa la proteina P53 en cada uno de los tipos
tumorales segln la clasificacion de la FIGO, obsevamos que en los carcinomas
endometrioides simples sigue una tendencia proporcional al grado tumoral de la
clasificacion de la FIGO, es decir a mayor grado mayor expresion de la proteina
P53. Coincidimos con Strang (235) y Riethdorf (208), para los que los tumores
pobremente diferenciados tuvieron fuerte expresion.

Tanto los adenoacantomas como |os carcinomas adenoescamosos mostraron
un nivel bajo de expresion. El carcinoma mucinoso tiene una baja expresion en

uno de los casos 10% Yy en €l otro es negativa, no estando en relacion con la
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agresividad, ya que en el caso en que la expresion es negativa existe invasion

vascular e infiltracion miometrial grado G.3 (Gréfico 33.1).

La expresion media de la proteina P53 ha sido aproximadamente de 19% en
la totalidad de los casos estudiados. Al estudiar los diferentes grados tumorales
por separado, hallamos una relacién directa entre el grado tumoral y la expresion
de dicha proteina

Si comparamos la expresion de P53 y la del marcador de proliferacion
Mib-1 en los diferentes grados descubrimos que tanto en el grado G.1 como en el
G.2 laexpresion de Mib-1 es mayor que la de P53 (siendo en G.1 la expresion de
Mib-1 de 9°'51% y de P53 de 7741 y en G.2 para Mib-1 de 71°42% y P53 de
58'57%). Sin embargo en el grado G.3 la expresion de Mib-1 ha sido algo menor
gue lade la proteina P53 (27°57% y 32" 34% respectivamente) (Grafica 36.1, 36.2
y Tabla 22.2). Podemos decir que la expresion de estos dos marcadores va
paralela y marcan la agresividad tumoral. Sin embargo la expresién de estos
marcadores es inversa con el oncogén Bcl-2 y con los RE y RP, ya que dichos
marcadores se expresan en condiciones de menor malignidad.

Diversos estudios han sido realizados en relacion con la P53. Asi, Hamel
(93) relaciond la intensa expresion de P53 con el compromiso de la supervivencia.
Por otro lado, Ito (114) encontré una relacion estadisticamente significativa entre
la sobreexpresion de P53 y la recurrencia de la enfermedad.

En nuestro estudio no hemos valorado el tiempo de supervivencia ni la
recurrencia de la enfermedad. Dichos parametros los dejamos para un estudio
posterior, debido a que el tiempo transcurrido desde el diagnéstico histolégico
hasta el comienzo de nuestro estudio ha sido corto en muchos de |os casos.

Otros tumores han sido también asociados con una fuerte correlacion entre
la expresion de P53 y el estadio avanzado de la enfermedad, como el carcinoma
de mama (142), de colon (201), de pulmén (142) y de vejiga (260).

Esto puede indicar que la mutacién del gen p53 es un precoz acontecimiento
para la progresion del tumor. Los tumores que adquieren mutacion P53 pueden
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progresar rgpidamente y, por esto, frecuentemente se escapan de un diagnodstico

precoz.

Asi, en e cancer de mama, la sobreexpresion de P53 se incrementa
draméticamente con los estadios avanzados. En el cancer de colon encontraron
gue existia una asociacion entre la aparicion de expresion de P53 y el
comportamiento infiltrativo del tumor, pero no con el grado de progresion del
tumor (incluyendo metéstasis). En los carcinomas de vejiga se vio que la ata
expresion de P53 era un importante y precoz acontecimiento en la patogenia del
tumor, Ilevando a desarrollo de un carcinoma de vejiga infiltrante.

6.4. ONCOGEN Bcl-2

La proteina bcl-2 se ha relacionado con una supervivencia celular mayor,
sin saber alin cual es su mecanismo especifico. Lo que si se ha comprobado es que
dicha proteina cuando se encuentra a niveles altos, bloguea la muerte celular
programada (apoptosis).

El papel fisiologico del gen Bcl-2 en la regulacion de la muerte de las
células en el endometrio, podria implicar que alteraciones en la expresion del gen
formaran parte dela historia natural de las neoplasias endometriales.

La expresion del oncogén Bcl-2 se considera positiva cuando €l marcaje se

produce anivel del citoplasma celular (Figura 19).

En nuestro estudio hemos podido demostrar lo anteriormente dicho. El
menor grado histologico, segun la clasificacion de la FIGO, se harelacionado con
una mayor expresion de la proteina bcl-2. Asi, hemos encontrado en los
carcinomas G.1, una expresion media de 33"92%, siendo algo menor para los de
grado G.2, con una media de 27°15% y menor para los de grado G.3 habiendo
sido de 21"43%. Por otro lado, no hemos encontrado diferencias significativas en
la positividad entre G.1-G.2, G.1-G.3y G.2-G.3 (Tablas 6.2, 6.3 y Gréafico 14).
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Nuestros resultados han coincidido con las investigaciones de Chan (29),
quien también estudi6 la expresion de la proteina bcl-2 en los diferentes grados de
la FIGO, habiendo encontrado la maxima expresion de bcl-2 en aguellos
carcinomas de grado G.1, una expresion intermedia en los de grado G.2 y negativa
paralosde grado G.3.

Estos estudios nos llevan a asociar la proteina bcl-2 con un menor grado de
malignidad tumoral. Todo ello nos hace pensar que los carcinomas con baja
expresion de dicha proteina se encuentran en un estadio més avanzado o mas

agresivo.

En la mucosa adyacente al tumor encontramos una alta expresion en todos
los casos, siendo la media para los tumores de grado G.1 de 76 70%, para los de
grado G.2 de 74'12%, y para los de grado G.3 de 78°33%. Debemos tener en
cuenta que la mucosa proxima al tumor es tejido sano, y como ya hemos dicho
esta proteina aparece de forma fisiolégica en las células. No se han encontrado
diferencias significativas al estudiar la expresion de Bcl-2 en la mucosa, entre los
grupos G.1-G.2, G.1-G.2y G.2-G.3 (Tabla11.2, 11.3 y Gréafico 20).

Chan (29), en su estudio, ademas de valorar casos de carcinomas
endometriales, también valor6 endometrios hiperplasicos, tanto con hiperplasias
tipicas como atipicas. Sus resultados demostraron que la expresion de bcl-2
citoplasmatica era fuerte en las glandulas de las hiperplasias tipicas (tanto simples
como complejas), mientras que en las hiperplasias atipicas la expresion era de
intensidad més débil y ademas de distribucion parcheada.

Al examinar los carcinomas, observé que latincion era menos intensa en los
citoplasmas de las células tumorales que en las células de las hiperplasias.
Ademas, esta tincion sblo se encontraba en los tumores de grado histoldgico bajo,

mientras que desaparecia en los de grado més alto.

En nuestro estudio sblo hemos valorado casos de carcinoma de endometrio,
pero creemos muy interesante mencionar los resultados de este estudio, ya que
nos hace pensar en la posibilidad de que una menor expresion de bcl-2 puede
formar parte de la evolucién precoz del carcinoma de endometrio.
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La adquisicion de otras anormalidades genéticas pueden entonces disminuir
la dependencia de células anormales a bcl-2 para la supervivencia, asociando la
aparicion de clonas negativas con un fenotipo méas agresivo. Esta hip6tesis se
confirma por la asociacion de positividad de bcl-2 con tumores mejor
diferenciados, mientras que los carcinomas pobremente diferenciados muestran
negatividad para bcl-2.

Es interesante comentar como ha sido la expresion de la proteina bel-2 en
los tumores especiales de nuestro estudio: carcinomas papilares serosos y
carcinomas de células claras. Asi, en la zona tumoral hemos encontrado una
expresion media del 7'50% para los carcinomas papilares serosos, mientras que
paralos de células claras ha sido nula.

Por otro lado, en los carcinomas endometrioides simples la expresion media
de bcl-2 ha sido del 32"50%, que como vemos es mayor que para los carcinomas
especiales. Esto debe hacernos pensar que la mayor agresividad de los subtipos
histolégicos (como los carcinomas especiales) también esta relacionada con una
menor expresion del bel-2. En la mucosa, la expresion de esta proteina ha sido alta
en todos los casos (Tabla 25).

Estos resultados coinciden con los de Zheng (268), que también encontrd
diferencias significativas P<0'0002 entre la expresion en los carcinomas
endometrioides, que para los carcinomas papilares serosos, habiendo sido mayor

la expresion para los carcinomas endometrioides.

Al comparar en nuestro estudio la expresion de bcl-2 entre la zonatumoral y
la mucosa adyacente al tumor, hemos descubierto diferencias significativas
(P<0°0001). Estos resultados los podemos interpretar afirmando, que mientras en
la zona de mucosa hay una alta expresion de bcl-2, en la zona tumoral disminuye
significativamente tal expresion (Tabla17.1y Gréfico 26).

Al valorar la relacion entre el grado de invasion miometrial y vascular con
respecto ala expresion de bcl-2, no hemos observado dependencia alguna, ya que

en casos con minima invasion o ausencia de invasion la expresion de bcl-2 podia
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ser adlta, baja o nula; y a contrario en casos de invasion muy alta encontramos
también expresion en todos los niveles.

En nuestro estudio, no hemos hallado correlacion de la proteina bel-2 con
ninguna de los deméas marcadores que hemos estudiado (Tabla 19).

Sin embargo, Otsuki (188) estudi6 la correlacion entre la proteina bcl-2 y
los receptores de estrogenos y receptores de progesterona, y si que encontrd
relacién entre estos parametros, sobre todo con los receptores de estrégenos.

Es obvio pensar que todos estos pardmetros deberian estar correlacionados
de alguna manera, debido a que todos ellos aparecen en estadios precoces de
malignidad. Probablemente, s en nuestra investigacion hubiéramos tomado una
muestra mayor de casos, los resultados respecto a la correlacion entre las
diferentes variables habrian sido diferentes.

6.4.1. ESTUDIO MULTIVARIANTE

Al estudiar como se expresa el marcador bcl-2 segun la clasificacion de la
FIGO y el tipo histolégico, observamos que tanto los carcinomas endometrioides
simples, como los adenoescamosos y adenoacantomas, siguen la tendencia
esperada, es decir, a menor grado, mayor expresion de bcl-2. En los carcinomas
MuCIiNOS0S vemos que tienen muy poca expresion mientras que en el carcinoma
secretor muestra una elevada expresion en el grado G.1, la cual ha resultado ser la
maxima expresion en nuestro egtudio (Grafico 34.1). Segln estos resultados
podemos decir que la expresion de la proteina bcl-2 esta asociada a los tipos
histoldgicos menos agresivos.

Al estudiar la mucosa adyacente al tumor de los diferentes tipos histoldgicos
y los diferentes grados de la FIGO, vemos que la expresion de bcl-2 es alta en
todos los carcinomas endometrioides simples, habiendo pocas diferencias entre
los diferentes grados Lo mismo sucede con los adenoacantomas y los carcinomas
adenoescamosos, no ocurriendo igual en los carcinomas mucinosos que muestran
menor expresion de bcl-2 en los G.1 que en los G.2. No debemos olvidar que

tenemos tan solo dos casos de carcinomas mucinosos, por lo tanto nuestros
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resultados solo expresan lo que ocurre en estos casos, pero no podemos sacar
conclusiones determinantes. Respecto a carcinoma secretor la expresion de bcl-2
que presento fue la mas alta dentro de nuestro estudio (Gréfico 34.2).

Al valorar la expresion del oncogén Bcl-2 en latotalidad de los casos hemos
obtenido una media de aproximadamente el 31%. Al valorar la expresion media
de dicha proteina en cada uno de los grados tumorales observamos una pequefia
diferencia entre ellos, habiendo sido de 33'91% para el G.1, de 27°11% para €l
G.2 y de 21'42% para €l grado G.3. La expresion del oncogén Bcl-2 sigue la
misma tendencia que los RE y RP, mientras que su relacion es inversa con el
Mib-1, laP53y el C-erbB-2. (Gréfico 36.1, 36.2y Tabla 22.2).

Crowson et al (38) valoraron en su estudio la relacion de la proteina bel-2
en los carcinomas basales de piel (basaliomas). Observaron que la mayoria de los
casos expresaban dicha proteina. Ademas pudieron comprobar que la expresion de
bcl-2 era mayor en la zona méas superficial del tumor que en la parte de

crecimiento mas agresivo, donde la expresion era menor.

Monsier et al (174) sugirieron que habia correlacion entre los mecanismos
del oncogén Bcl-2 y laregulacion del carcinoma colo-rectal.

6.5 ONCOGEN C-erbB-2

El c-erbB-2 es un oncogén que ha sido asociado con la iniciacion y
progresion de tumores en la especie humana. Su mecanismo de accion aln no se
ha conseguido comprender por completo, aunque si que se sabe que grandes
cantidades de esta proteina especifica juegan un papel importante en la progresion
de algunos tumores solidos. La expresion del oncogén c-erbB-2 se considera
positiva cuando marca la membrana citoplasmética, aunque también es normal

encontrarlo dentro del propio citoplasma (Figura 27).

En nuestra investigacion la expresion del oncogén c-erbB-2 ha sido mayor

seguin la agresividad de los tumores. Asi, podemos observar una expresion media
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del 21°92% en los tumores grado G.1, una media del 37°15% para los de grado
G.2 y unamedia del 60% para los de grado G.3 (Tabla 7.2 y Grafico 15).

Las diferencias de expresion para el oncogén c-erbB-2 en la zona tumoral de
la muestra han sido significativas entre los grados G.1-G.2, con una P<0’0361 y
entre G.1-G.3 con una P<0'0024, no habiéndose encontrado diferencias
significativas entre los grados G.2-G.3 (Tabla 7.3). en consecuencia, podemos
afirmar gque la expresion de c-erbB-2 esta directamente asociada al mayor grado
de malignidad.

Hemos coincidido en este aspecto con Monk (172), quien también encontré
relacion entre la mayor sobreexpresion de la proteina y un estado mas avanzado
del tumor.

Ademas, Czerwenka (42) también confirmd con su estudio estos resultados
y estudié también la expresion de este oncogén en la hiperplasia endometrial,
viendo que la expresion de c-erbB-2 era mayor en la hiperplasia atipica que en la
hiperplasiatipicasimple.

Sin embargo Bigsby (15) y Esteller (59) no coinciden ni con nosotros ni con
los otros autores. Asi, Bigsby apunté que la expresion alta de c-erbB-2 aparecia en
carcinomas altamente diferenciados, mientras que en los tumores pobremente
diferenciados la expresion era baja. Ademés, Esteller no encontr6 relacion directa
entre laamplificacion del gen con la sobreexpresion y la progresion del tumor.

Al estudiar la mucosa adyacente al tumor encontramos una expresion nula
del oncogén c-erbB-2 en los tres grados de la clasificacion de la FIGO.

Al comparar la expresion de c-erbB-2 entre la zona tumoral y la mucosa
adyacente a tumor, hemos encontrado diferencias significativas, siendo
P<0"0001. Asi, mientras en la mucosa existe muy baja expresion de c-erbB-2, en
la zona tumoral la expresion de dicho oncogén es mas elevada (Tabla 18 y Gréfico
27).

En la zona tumoral de los tumores especiales, la expresion media de
c-erbB-2 ha sido del 73 75% para los carcinomas papilares serosos (Figura 27) y
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del 75% para los carcinomas de células claras; mientras que en la zona de mucosa
la expresion ha sido nula en ambos casos. En los carcinomas endometrioides
simples la expresion media ha sido de 29°33%. Egtos resultados podrian
confirmar la suposicion de que la expresion de este oncogén guarda relacion con
la mayor agresividad de los diferentes subtipos histolgicos. (Tabla 25).

Reinantz (207) estudié la relacion del marcador c-erbB-2 en los carcinomas
de células claras, y obtuvo unos resultados muy similares a los nuestros, siendo la
media de expresion en su estudio del 75%.

Respecto a la invasion miometrial y vascular, no obtuvimos resultados que
puedan hacernos pensar en cualquier tipo de asociacion con el oncogén c-erbB-2
(la Figura 32a nos muestra un caso de invasion vascular con expresion de

c-erbB-2 en un carcinoma papilar seroso).

En el estudio de correlacion de los diferentes marcadores entre si no hemos
obtenido ningun resultado significativo del oncogén c-erbB-2 con ninguno de los
otros marcadores (Tabla 19).

Sin embargo otros autores como Bigsby (15) si que ha podido relacionar €l
oncogén c-erbB-2 con los receptores de progesterona, habiendo obtenido una
relacion inversa entre ambos. Ademés, Berchuck (13) encontré en su estudio que
la expresion de c-erbB-2 era inversamente proporcional a los valores de los
receptores de estrogenos, siendo los tumores con mas alta expresion de c-erbB-2
los que mostraban negatividad para los receptores de estrégenos. Sin embargo,
este autor no encontrd relacion con respecto alos receptores de progesterona.

6.5.1. ESTUDIO MULTIVARIANTE

Al redlizar el estudio multivariante teniendo en cuenta el tipo tumoral y el
grado segun la clasificacion de la FIGO, observamos que para los tumores
endometrioides simples y los adenoacantomas, e oncogén c-erbB-2 sigue una
tendencia directamente proporcional a la malignidad del tumor, siendo mas alta la
expresion en los tumores de mayor grado.
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Para los carcinomas adenoescamosos, los resultados han mostrado mayor
expresion en los de grado G.1 gue en los de grado G.2, aunque estos valores no
son objetivos debido a pequefio nimero de casos de este tipo de tumor.

Respecto a los carcinomas mucinosos solo los de grado G.2 han mostrado
expresion de c-erbB-2, mientras que el Unico caso de carcinoma secretor no ha
mostrado expresion (Gréfico 35.1). Podemos decir que el tipo histoldgico también
esta asociado a la expresion de c-erbB-2, siendo mayor en aguellos tumores mas
agresivos.

En la mucosa adyacente al tumor no hemos encontrado ningln caso que

mostrara expresion de c-erbB-2.

Al estudiar todos los casos en su conjunto, obtuvimos una expresion media
del oncogén c-erbB-2 del 29% aproximadamente. Al estudiar cada uno de los
grados por separado encontramos gue la expresion de G.1 ha sido del 21°91%,
para G.2 del 37°15% y para G.3 del 60%. Este oncogén ha seguido la misma
tendencia que los marcadores de proliferacion Mib-1 y los P53. Sin embargo es
inverso alos RE y RPy al oncogén Bcl-2 (Gréfico 36.1, 36.2'y Tabla 22.2).

Berchuck (13) estudié la relacion entre la expresion de c-erbB-2 y la
supervivencia. En su estudio vié que una expresion mas alta de c-erbB-2 se

relacionaba con una menor supervivencia.

Diversos autores han estudiado este oncogén en otros tumores. Asi respecto
al cancer de mama, Sundbland (238) y Dominguez-lglesias (52), observaron que
la sobreexpresion de c-erbB-2 se asociaba a un peor prondstico de supervivencia.
Por otro lado, Fresno (69), Heintz (97) y Smith (230) lo han asociado con una alta
expresion en carcinomas intraductales, sobre todo en los de tipo
comedocarcinoma. Ademés, afirmaron que la expresion de c-erbB-2 es predictor
de larespuesta a la quimioterapia, siendo los tumores con alta expresion de dicho

oncogén los que peor responden a este tratamiento.
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Los carcinomas de ovario también han sido un punto de mira para muchos
autores en relacion con este marcador C-erbB-2. En este sentido hemos

descubierto discrepancias entre los diversos autores.

Asi, Slamon (229), Berchuck (12) y Felip (63) encontraron correlacion entre
la amplificacion de c-erbB-2 y el acortamiento de la supervivencia en tumores de
ovario. Sin embargo Haldane (90), Kacinsky (112), Singleton (226) y Rubin (214)
no obtuvieron estos resultados.
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1.

CONCLUSIONES

1. Los carcinomas endometrioides tienen en general un ato grado de

positividad para receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP). Los
grados de postividad del componente tumoral estan relacionados
inversamente respecto a la clasificacion histolégica de la FIGO,
estadisticamente para RP (P<0'0029). No existe asociacion con invasion

miometrial en profundidad, ni con invasion vascular.

. Los mecanismos proliferativos (Ki-67), constituyen el parametro de

diferenciacion mas significativo en la graduacion histolégica. Su estrecha
correlacion, en los tumores de alto grado, con la expresion elevada de P53,
implica a ésta proteina oncogénica como factor genético o epigenético
asociado en ciertas formas de carcinoma endometrial.

. La sobreexpresion de proteina bcl-2, esta significativamente elevada en los

tumores de bajo grado, al igual que sucede en las glandulas de la mucosa
endometrial. Deducimos por ello que existe un predominio de los factores
antiapoptdicos, sobre los proliferativos en los tumores de bajo grado vy
probablemente en las fases incipientes de la oncogénesis de carcinoma
endometrioide.

. La proteina P53 y las proteinas oncogénicas bcl-2 y c-erbB-2, exhiben con

frecuencia inmunoreactividad variable entre los componentes de una
poblaciébn neoplésica, indicandonos la complgjidad biolégica y
heterogeneidad subyacente a un mismo patrén morfolégico.
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5. Los pardmetros inmunohistoquimicos mejor relacionados estadisticamente
entre mucosa endometrial normal y carcinoma endometrial son:
a) Disminucién porcentual de receptores estrogénicos y de proteina bcl-2.
b) Presencia o incremento de actividad proliferativa (Ki-67), asi como de
c-erbB-2 y P53. Dicha tendencia queda también reflejada en la graduacion

creciente del carcinoma endometrioide.

6. Los criterios de graduacion histopatolégica del carcinoma endometrial
(FIGO), estan estadisticamente relacionados con los parametros
inmunohistoquimicos elegidos en nuestro estudio de forma global. Sin

embargo no reflejan las variaciones individuales.

Dadas las posibles medidas terapéuticas presentes y futuras, su valoracion

Nnos parece aconsejable.
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