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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADN: Acido DesoxirriboNucleico

AgNOR: Marcador tisular. Caracterizacion de las regiones organizadoras nucleolares
coloreadas con plata.

AJCC: American Joint Committee on Cancer (Comision Conjunta Estadounidense para
el Cancer)

Apaf-1: Factor activador de proteasa proapoptdtico

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 (gen del linfoma de célula B)

BH: dominios de homologia Bcl-2

BSGC: Biopsia selectiva del ganglio centinela

CDK: Cinasas Dependientes de Ciclinas

CIN: Neoplasia Intraepitelial Cérvix

CIS: Carcinoma in Situ

CNE: Centro Nacional de Epidemiologia

EBA: Exploracion bajo anestesia

FADD: factor associated death domain (factor comprometido con la zona de la
molécula Fas que participa en la muerte celular)

FDA: Food and Drug Administration (Agencia de Alimentos y Medicamentos o
Agencia de Drogas y Alimentos de Estados Unidos)

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics (Federacion Internacional
Ginecologia y Obstetricia)

GOG: Gynecologic Oncology Group

HMI: Hospital Materno Infantil

HSIL: Lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado



IARC: Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
Ki-67: Antigeno asociado a proliferacion celular

LSIL: Lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado
NCI: Instituto Nacional del Cancer

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P53: Proteina supresora tumores p53

PAAF: Puncién Aspiracion con Aguja Fina

PCNA: Antigeno nuclear de células en proliferacion
PCR: Reaccion en cadena polimerasa

PET: Tomografia por emision de positrones (siglas en inglés Positron Emission
Tomography)

pRb: proteina del retinoblastoma

QMT: Quimioterapia concomitante

RAIDD: receptor associated interleukine death domain
Rb: Gen supresor tumoral del retinoblastoma

RDT: Radioterapia radical

RM: Resonancia Magnética

SEGO: Sociedad Espafiola Ginecologia y Obstetricia
TAC: Tomografia axial computarizada

TEE: Tasas de incidencia estandarizada por edad

TNF: factor de necrosis tumoral

TRADD: TNF receptor associated death domain
TRAF: TNF receptor associated factor

UGC: Unidad de Gestion Clinica



UIV: Urografia intravenosa

VIH: Virus Inmunodeficiencia Humana
VLP: Virus like particles

VPH: Virus del Papiloma Humano

WM: Intervencion Wherteim-Meigs



I. INTRODUCCION



1. CANCER DE CERVIX

1.1  EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE CERVIX

El cancer de cérvix es el tercero en frecuencia de todos los canceres de la mujer,
aunque mas del 85% de la carga mundial se produce en paises subdesarrollados. Al
estandarizar por la edad el cancer de cérvix pasaria a ser el segundo en frecuencia, por
detrés del cancer colorrectal que pasa a tercera posicion.

Cada afio se diagnostican en todo el mundo unos 530.000 de nuevos casos de
cancer de cuello de utero.

En los paises menos desarrollados ocupa el segundo lugar en frecuencia tras el
cancer de mama, mientras que es el décimo en los paises desarrollados tras el cancer de
mama, colorectal, pulmoén, endometrio, gastrico, ovario, linfomas no hodking,

melanoma y pancreas (fig. 1)'*.
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Figura 1: Numero estimado (miles) de nuevos casos de cancer de cérvix (incidencia) y defunciones

(mortalidad) en mujeres a nivel mundial, en paises desarrollados y subdesarrollados durante 2008.

(Fuente: Globocan 20081).

Las tasas de incidencia de cancer de cuello uterino varian entre las regiones del
mundo (fig. 2): las tasas mas altas estdn en las regiones del Este Africano,
especificamente en Zimbabwe y Uganda con tasas de incidencia estandarizada por edad
(TEE) de 47.3 y 45.8 casos por 100000 mujeres respectivamente; y en América Latina,
donde la ciudad de Trujillo en Pert reporta el nivel més alto en el continente (43.9 por

100000); mientras que las tasas de incidencia mas bajas se han encontrado en Israel y

en Egipto (2.4 y 2.1 por 100000)>*.
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Figura 2. Tasas de incidencia cancer cérvix ajustadas por edad. (Fuente: Globocan 2008 5).

En Espafia los tumores genitales representan alrededor del 16% de los canceres
de la mujer. Y dentro de los mismos, el orden de frecuencia coloca en primer lugar al
cancer de endometrio (6.7%), en series actuales es seguido del cancer de ovario (4.7%)
y del cancer de cérvix (4.5%).

La incidencia del cancer de cuello uterino en Espana se halla en el segmento
bajo europeo, con una tasa poblacional media de 7.6 por 100000 mujeres/afio (fig. 3),
segin los datos comunicados por los registros de Cancer Espafoles a la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) dependiente de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)>’. La tasa mas alta ha sido comunicada por el registro de

Asturias (11,5x100000 mujeres /aio; tasa ajustada por edad: 7.1x100000 mujeres/afo)



y la mas baja por el de Zaragoza (6.5x100000 mujeres/afio; tasa ajustada por edad:
4.1x100000 mujeres/afio).

En Andalucia, solo se dispone del Registro de Granada, que ha comunicado a
partir de datos obtenidos en el periodo comprendido entre 1998 y 2002 una incidencia

de 8.1 x 100000 mujeres aio (tasa ajustada por edad: 6,0 x 100000 mujeres/afio).
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Figura 3: Estimacion de tasas estandarizada por edad de incidencia y mortalidad de cancer de cérvix en

Espafia 5.



El cancer de cérvix fue la cuarta causa principal de muerte por cancer en
mujeres en todo el mundo en 2008 y casi el 90% de las muertes por cancer de cuello
ocurrid en paises en vias de desarrollo.

En Espaia, las tasas de mortalidad por cancer ajustadas a poblacion europea han
sido publicadas por el Centro Nacional de Epidemiologia (C.N.E) en el proyecto
Ariadna®’. Los tiltimos datos corresponden al afio 2007 y la tasa de mortalidad fue de
2.13 x 100000 mujeres.

La mortalidad por cancer de cuello uterino ajustada a la poblacién Europea en

. . . . 10
las provincias andaluzas es la siguiente

Granada 0,97/100000 mujeres
Coérdoba: 1, 13/100000 mujeres
Cadiz: 1,70/100000 mujeres
Sevilla: 1,70/100000 mujeres
Malaga: 1,76/100000 mujeres
Almeria: 2,04/100000 mujeres
Jaén: 2,71/100000 mujeres

Huelva: 4,49/100000 mujeres

En los paises desarrollados ha disminuido de manera importante la incidencia
del cancer de cuello gracias a la citologia y a los métodos de diagnostico precoz en
general, pero al mismo tiempo se observa un incremento, o al menos mantenimiento, de
los casos de neoplasia intaepitelial (CIN) y carcinoma in situ (CIS) en pacientes cada

vez mas jovenes, aunque la mayor incidencia se registra a los 40-50 afos.



1.2 FACTORES PREDISPONENTES Y ETIOLOGIA

Respecto a la etiologia actualmente es bien conocido el virus del papiloma
humano (VPH) como el agente etioldgico principal del cancer de cérvix. Asi pues,
sabemos que el cancer de cérvix es, en la inmensa mayoria de los casos, una
enfermedad de transmision sexual y que el agente etiologico, o al menos el cofactor

1112 Mediante técnicas moleculares altamente sensibles el

mas importante, es el VPH

ADN del VPH se puede detectar en mas del 93% de los canceres cérvicouterinos, ya

sean preinvasivos o invasivos, y ya se trate de carcinomas escamosos o de

adenocarcinomas'’,

Para que se desarrolle el cancer invasor en el cuello uterino es necesario que
actien factores adicionales a la infeccion por VPH de alto riesgo', por lo que se dice
que el VPH es una causa necesaria pero insuficiente para desarrollar la neoplasia
invasora'>'.

Los factores predisponentes o cofactores mas relevantes son los enumerados a
continuacion (tabla 1):

o El comportamiento sexual: el comienzo precoz de las relaciones sexuales y la
promiscuidad tanto de la mujer como la de sus compaiieros son dos factores de
riesgo importantes.

o Factores dependientes del virus: tipo viral, los tipos mas oncogénicos son el VPH
16 y 18, asi como la persistencia de la infeccion en exdmenes repetidos.

o Coinfecciones: el virus herpes simple tipo II como reflejo de la promiscuidad sexual
también hay que considerarlo'’. La Chlamydia trachomatis parece ser un cofactor

18,1920

que actia por induccioén de inflamacidn cronica y metabolitos mutagénicos

La infeccion por VIH se asocia tanto a una mayor prevalencia del VPH como a la



o

o

o

progresion de las infecciones por VPH hasta lesiones neoplasicas del cuello del

Gtero y del canal anal®

. En diversos estudios se detectdé que en mujeres VIH
positivas el riesgo de infeccion por VPH de alto y bajo riesgo seria de entre 1.8 y
2.7 veces superior con una persistencia de 1.9 veces mayor™.

La inmunosupresion. La mayoria de las lesiones regresan espontaneamente pero un
5-10% son portadoras cronicas. Un pequeiio nimero pasa a lesiones de alto grado y
de estas un porcentaje a cancer. Las lesiones persistentes son las susceptibles de
llegar a cancer. Todo esto depende del estado inmunitario de la paciente®.

El tabaco. Ademas de la accion de sinergismo entre el VPH y el cigarrillo en la
neoplasia cervical, los carcindgenos quimicos relacionados con el cigarrillo podrian
ejercer un efecto mitogénico directo sobre el ADN causandole dafio. Por otro lado,
la exposicion al tabaco podria afectar la respuesta inmune local efectiva ante la
infeccion viral ya que disminuye el nimero de células de Langerhans.

La multiparidad ha sido consistentemente hallada en estudios de casos-controles
asociadas a carcinoma cervical in situ e invasor. Las pacientes que han tenido mas
de 3 hijos podrian tener un mayor riesgo de desarrollar CIS en comparacion con las
mujeres nuliparas o con menos de 2 hijos**. Esto quizas se debe a la influencia de
hormonas endogenas durante la gestacion y al trauma cervical que ocasiona cada
parto, asi como a que la zona de transformacion estd expuesta durante mucho mas
tiempo al exocérvix. A todo ello se auna la paridad a edades muy tempranas, el
estado nutricional de la paciente y el estatus de la inmunidad.

Otro factor sugerido en investigacion es el uso de anticonceptivos hormonales, su
utilizacion prolongada puede resultar un factor favorecedor de la persistencia de la
infeccion por VPH y también, de la progresion de la infeccion a neoplasia (riesgo

aumentado de displasia, de carcinoma epidermoide y especialmente de



adenocarcinoma). En el estudio realizado por Moreno et al*® (2002) se muestra que
el riesgo de cancer cervical para mujeres con menos de 5 anos de toma de la pildora
es de 0.73, pero ascendi6 a 2.82 tras la toma entre 5 y 10 afios, y a 4.03 para mas de
10 afios, y ese riesgo aumentado para carcinoma in situ e invasor tras 5 afios de
pildora ocurri6 en los diferentes paises analizados. El riesgo tiende a desaparecer en
los 5 afos siguientes a la interrupcion del consumo. Estos hallazgos, sumados al
efecto residual de la paridad observado en algunos estudios, sugieren que el
ambiente hormonal podria modular la evolucion de la infeccion viral®®,

o Conducta sexual de la poblacion. El contagio por el virus se produce piel a piel.
Los lugares mas susceptibles de invasion viral son aquellos donde se producen
procesos de rapida replicacion y diferenciacion celular, como la zona de
transformacion escamocolumnar del cérvix (mas activa aiin en mujeres jovenes) y
la linea pectinea anal, desarrollando displasias y neoplasias en estas localizaciones.
El preservativo, se ha comprobado que es un factor protector, pero no de forma
total, para el contagio y adquisicion de lesiones precursoras®’. Parece que la

. o . . 28
circuncision masculina también es un factor protector.

Tabla 1: Cofactores mas estudiados en relacion al desarrollo de cancer de cuello uterino. (Fuente:

Morelva Toro de Méndez, 2006).

. actividad sexual (inicio precoz de la actividad sexual,
EXOGENOS promiscuidad, HIV y otras infecciones genitales), uso de
anticonceptivos orales (ACO), tabaco, dieta.

genotipo de HPV, variantes de HPV, carga viral,

VIRALES persistencia, integracion del HPV e infeccion multiple.

edad, gestacion y paridad, trauma cervical, factores

DEL HUESPED o :
geneticos, inmunidad.




1.2.1 GENOMA VIRAL

Hay mas de 100 subtipos de VPH, pero no todos infectan el tracto genital
inferior. A su vez se subdividen en grupos de alto y bajo riesgo oncogénico. Entre los
de alto riesgo cabe destacar los tipos VPH-16 y 18 que son los méas comunes asociados
al cancer cervical, estando presentes en mas del 80% de los casos. Los tipos 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 se consideran tipos de alto riesgo, y los tipos 26,
53 y 66 como probablemente carcindgenos™. Los tipos de bajo riesgo pueden causar
displasias o condiloma en el tracto genital inferior, pero raramente producen céncer,
incluyen los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81°".

En la actualidad, la categorizacion del VPH permite valorar qué pacientes
portan tipos de VPH de bajo riesgo o de alto riesgo, lo que resulta clinicamente util en
el tratamiento de pacientes con anomalias citoldgicas de bajo grado™'.

El genoma viral consta de una doble cadena de ADN de 8000 pares de bases y
contiene un maximo de 8 genes, 2 de los cuales son los que codifican las proteinas
estructurales o late-proteins L1 y L2. La particula viral L1 se dispone en pentdmeros, en
cuyo centro se acopla L2. Los otros 6 genes codifican proteinas no estructurales o
early-proteins E1, E2, E4, ES5, E6 y E7. Cada nuevo tipo de VPH puede considerarse
como tal, si su secuencia en la region L1 del genoma difiere en mas de un 10% de un

tipo de VPH previamente descrito (fig. 4).
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Figura 4. Genoma del VPH. Los genes E “early”estan implicados en la replicacion viral (E1 y E2),
control transcripcional de la expresion genética (E2), regulacion del ciclo celular (E6, E7 y E4) y evasion
de la respuesta inmune (ES). Los genes L “late” codifican las proteinas de la capside viral: L1 es la
mayor que se autoensambla configurando pentdmeros, y L2 es la menor que se dispone en el centro de
dichos pentameros. (Fuente: Stanley MA™).

1.2.2 PATOGENESIS Y CICLO VIRAL

Cuando se produce una erosion o microtrauma en la capa superficial de los
epitelios diana, se facilita que el virus pueda penetrar en las células de la capa basal,
donde amplifica su genoma, expresando las proteinas E1, E2, E6 y E7 *. En las capas
intermedias, vemos que tanto células como virus se replican en tandem, sin haber
amplificacion de las copias del virus y con poca expresion de los genes anteriores. En
las capas superiores, donde el epitelio es diferenciado, el virus se amplifica sin
replicacion celular, llegando haber 1000 copias del genoma viral por célula. En este
momento, comienzan a expresarse los genes de las proteinas estructurales (L1 y L2), asi

como de la proteina E4, produciéndose el ensamblaje de la capside del virus.

11



El mecanismo oncogénico mejor conocido por el que actua el VPH es el que se
produce a partir de la sintesis de las oncoproteinas E6 y E7 **, que se ligan a las
proteinas producidas por los genes supresores p53 y Rb respectivamente, degradandolas
e inutilizandolas funcionalmente®. Esta interaccién en un epitelio inestable como es el
de la union escamocolumnar, conduce a una inestabilidad gendémica, aumentando la
probabilidad de producir mutaciones especificas™.

Los virus de bajo riesgo permanecen en el nucleo de la célula infectada en
situacion latente, mientras que los de alto riesgo ejercen su actividad oncogénica
integrandose en el genoma celular, con la consecuente progresion a displasias de alto
grado. Ocasionalmente existirian mecanismos oncogénicos adicionales en los que el
virus no estaria integrado en el genoma celular.

El bloqueo funcional de la pRb y p53, junto a otros muchos reguladores del
ciclo celular, conducen a la inestabilidad genética por acumulo de aberraciones en los
cromosomas celulares constituyendo el inicio del proceso multifactorial de la
carcinogénesis cervical.

Diferentes estudios han demostrado que los genes E6 y E7 del VPH se integran
en el genoma celular y que las proteinas transformadas codificadas por ellos son
tumorigenas. Concretamente, se sugiere que el papel del VPH esté ligado, al menos en
parte, a la capacidad de alguna de sus proteinas (como minimo, las proteinas E6 y E7
de los VPH 16 y 18) de degradar selectivamente los productos de los genes supresores

de tumores p53 (el E6) y Rb (el E7), como se muestra en la figura 5.
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Figura 5: Mecanismo de bloqueo de proteinas celulares. (Fuente: Castellsagué X. Institut Catala
d’Oncologia).

La relacién causal entre la infeccion persistente por genotipos VPH de alto
riesgo y el cancer cervical ha conducido a un compromiso de prevencioén del cancer
cervical globalmente, utilizando tanto prevencion primaria por vacunacion frente al
VPH en mujeres jévenes como prevencion secundaria mediante pruebas de deteccion
directa del VPH cancerigeno en mujeres de mas edad. En la actualidad, la FDA ha
37,38.

aprobado dos vacunas frente al VPH: Gardasil® tetravalente y Cervarix® bivalente

(Més adelante se profundizard en el tema de la vacunacion profiléctica).
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1.3 HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE CERVIX: LESIONES

ESCAMOSAS PREINVASORAS

Revisando la literatura nos encontramos con diferentes términos para designar
las lesiones preinvasoras de cérvix.

En el afio 1961 en el Congreso Internacional de Citologia celebrado en Viena,
un comité de expertos sobre terminologia histoldgica de las lesiones de cuello propuso
la palabra “displasia” para englobar estas lesiones y definié las displasias cervicales
como “todo epitelio escamoso, situado sobre la superficie o en las glandulas, que
muestra alteraciones en la diferenciacion, sin alcanzar el grado de perturbacion que
caracteriza el carcinoma in situ”. Estas alteraciones conllevan cambios arquitecturales y
celulares: anomalias de diferenciacion, de maduracion celular, en la relacion
nucleo/citoplasma, etc. Asi pues, se podria decir que bajo el término “displasia” se
incluyen epitelios escamosos con grado variable de atipias, lo que hace necesario
establecer los grados de leve, moderada y severa.

Por otra parte en 1932 Broders introdujo el término “carcinoma in situ” (CIS),
que, en 1961, el comité de expertos antes mencionado defini6 como “los casos que, sin
existir invasion del estroma, muestran un epitelio de superficie en el que no existen
signos de diferenciacion celular en todo su grosor”. Més tarde, en 1968, la OMS defini6
el CIS como “una lesion que tiene caracteristicas histologicas y citoldgicas propias del
carcinoma pero que estd limitada al epitelio de superficie del ectocérvix y/o
endocérvix”.

La realidad es que a veces resulta muy dificil diferenciar entre los distintos
grados de displasia y entre la displasia severa y el CIS, por ello Richart propuso el

término “neoplasia cervical intraepitelial” (CIN) para referirse a un espectro de lesiones

14



que van desde la displasia leve hasta el CIS, y que puede clasificarse de la siguiente

forma”*’;

* CIN I (displasia leve): las alteraciones solo afectan al tercio inferior del grosor
epitelial.

* CIN II (displasia moderada): las alteraciones epiteliales afectan a mas del tercio
inferior sin sobrepasar los dos tercios del espesor.

e CIN III (displasia severa mas CIS): las alteraciones alcanzan la totalidad del grosor
epitelial. Resulta muy dificil diferenciar entre displasia severa y CIS. Algunos
patdlogos consideran que si hay mitosis atipicas en la capa celular mas superficial
se trata de un CIS, y si no las hay es una displasia severa.

En 1988, el Instituto Nacional del Cancer (NCI) introdujo una clasificacion
citologica denominada “Clasificacion de Bethesda”, que sustituyd a la antigua de
Papanicolau*.

En 1991, un segundo taller patrocinado por el NCI revis6 y modifico el sistema
de Bethesda a partir de la experiencia clinica y de laboratorio”. En esta nueva
clasificacion, para referirse a las alteraciones detectadas en la citologia, se hablaba de:

* Lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LSIL), que corresponderian
histologicamente a la CIN 1.

* Lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (HSIL), que corresponderian a las
CIN I y CIN II1.

* (Carcinoma epidermoide.

Con la utilizacion de nuevas tecnologias de deteccion del cancer cervical y en
respuesta a recientes hallazgos de investigacion, en 2001, el NCI patrocind un nuevo
taller multidisciplinar para reevaluar y actualizar el sistema Bethesda, por lo que las

alteraciones celulares epiteliales han quedado de la siguiente forma®-**:
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* (¢lulas escamosas:
- C¢élulas escamosas atipicas (ASC):
De significado indeterminado (ASCUS)
No puede excluirse HSIL (ASC.H)
- Alteraciones de bajo grado (LSIL): incluyen alteraciones tipicas de VPH y
equivalen a CIN L.
- Alteraciones de alto grado (HSIL): equivalen a CIN II, CIN III y CIS.
- C¢lulas con alteraciones tipicas de cancer invasor.
e (Células glandulares:
- C¢élulas atipicas (AGC):
De significado indeterminado (AGC.US)
Sugieren neoplasia
Debe especificarse si son de cuello, de endometrio o NOS (not otherwise
specified)
- Adenocarcinoma endocervical in situ.
- Adenocarcinoma invasor: se debe especificar si es de cuello, de endometrio,

extrauterino o NOS.

En definitiva, se puede resumir que las lesiones preinvasoras escamosas pueden

ser (tabla 2) *>*:
= Histologicamente: CIN I, CIN II o CIN III.

= Citolégicamente: ASCUS, ASC.H, LSIL o HSIL.
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Tabla 2: Comparacion de la terminologia para la clasificacion de las lesiones preinvasoras de cérvix.

Clasificacion de las lesiones preinvasoras de cérvix
Afos 1950 — 69 Aiios 1970 — 89 Afios 1990 — Actualidad
(Reagan) (Richart) (Bethesda 2001)
Normal Normal Negativo para lesion
intraepitelial o malignidad
Atipia Atipia coilocitica, ASCUS/ASC-H
condiloma plano LSIL
Displasia leve CIN 1 LSIL
Displasia moderada CIN 2 HSIL
Displasia severa CIN 3 HSIL
Carcinoma in situ CIN 3 HSIL
Carcinoma invasivo Carcinoma invasivo Carcinoma epidermoide o
escamoso invasivo

La neoplasia cervical intraepitelial (CIN) se suele detectar en mujeres mas
jovenes varios afios antes del diagnostico del cancer. Se podria decir que la CIN se
suele diagnosticar aproximadamente en la década de los veinte afios, el CIS entre los 25
y 35 y el cancer invasor después de los 40 afos, unos 13 afios tras el diagnostico de
CIN III.

La posibilidad de que una lesion preinvasora acabe siendo invasora depende del
grado de la misma: asi, la mayoria de las CIN I regresaré a la normalidad, mientras que
un alto porcentaje de las CIN III progresard a cancer. Ello depende de la carga viral de
VPH y de la persistencia del virus (fig. 6).

Se estima que, en un plazo de cinco afos, el 75-80% de los casos de CIN I
regresaran a la normalidad y el 6% progresara a lesiones superiores. De los CIN II y

CIN III progresaran el 12-25%.
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1.3.1 CARCINOGENESIS CERVICAL

La historia natural del céncer de cérvix asociada a la infeccion por VPH
oncogénico constituye un excelente modelo de epidemiologia molecular de la
carcinogénesis.

Los principales pasos necesarios para el desarrollo de cancer de cérvix incluye
la infeccién por VPH de alto riesgo, persistencia de la infeccion viral, progresion a
neoplasia intraepitelial cervical y finalmente la invasion™.

En esta secuencia, cabe la posibilidad de que ocurra la eliminacion del virus en
pacientes inmunocompetentes o la regresion espontanea de una condicidon precancerosa,

ambos en un periodo de tiempo que no excede los 2 afios (fig. 10).

Epitelio Infeccién VPH s\ CINII

normal LSIL HSIL Carcinoma
80% invasor

20%

INFECCION PERSISTENTE

Figura 10: Historia natural del cancer cervical. (Fuente: Alba A. Instituto de Estudios celulares y
moleculares, Galicia).
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La definicién de persistencia continta siendo un elemento de controversia. La
mayoria de investigadores hablan de persistencia cuando un mismo tipo o grupo (de
alto o bajo riesgo) de VPH es detectado en dos visitas consecutivas, pero la periocidad
de las visitas varia entre los estudios desde cuatro meses hasta cinco o siete afios. La
duracién media de la infeccion es alrededor de 8 meses para virus de alto riesgo y 4-8
meses para los de bajo riesgo; el VPH tipo 16 tiende a persistir por mas tiempo que
otros tipos de alto riesgo. Por lo tanto la mayoria de los autores consideran que la
infeccion por el VPH es persistente cuando se detecta un mismo genotipo en al menos
2 ocasiones separadas por 6 meses.

La persistencia de la infeccion por VPH depende también de la permisividad
celular y de cofactores que cooperan con el virus para que este se replique y aumente la
carga viral, siendo esto un evento crucial para el desarrollo del céncer cervical. Es
importante destacar, que la mayoria de las infecciones por VPH son transitorias,
eliminandose espontdneamente, con intervencion adecuada del sistema inmune, pero
también puede pasar a un estado de latencia por un largo periodo de tiempo™.

Durante la persistencia del VPH en el epitelio cervical, es posible que ocurra la
integracion del genoma viral en el celular, siempre y cuando se trate de un tipo viral
oncogénico, de ahi la relevancia de esta fase de persistencia. La habilidad de los VPH
para integrarse al genoma celular es lo que proporciona su potencial oncogénico. El
desarrollo de la neoplasia intraepitelial y la enfermedad invasora ocurren como
consecuencia de las alteraciones genéticas y epigenéticas inducidas por los
papilomavirus humanos oncogénicos™ . La infeccion genital persistente por VPH alto
riesgo contribuye al desarrollo de tumores malignos debido a que los productos de
oncogenes virales tienen la capacidad de interrumpir la integridad de puntos criticos de

control de la célula’..
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Muchos virus son capaces de mantener infecciones a largo plazo sin efectos
citopaticos, aunque con produccion de viriones, bien de forma cronica o bien con
reactivaciones productivas intermitentes. El patron de infeccion, cronica o latente, y la
aparicion de brotes con efectos citopaticos van a ser totalmente dependientes de las
condiciones celulares del huésped. La persistencia de la infeccion viral requiere la
evasion de la deteccion y la eliminacion de las células virales por el sistema inmune.

La incapacidad del sistema inmune para resolver la infeccion en un plazo de
tiempo corto o medio, generalmente menor de dos afios, aumenta las posibilidades de
que exista un dafio celular continuado y como consecuencia un proceso de
susceptibilidad a la neoplasia. La persistencia de la infeccién por encima de este plazo
constituye un factor de riesgo demostrado y necesario para la transformacion celular

(fig. 11)°.
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Figura 11. Historia natural de la infeccion por VPH.
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1.4  ANATOMIA PATOLOGICA Y TIPOS HISTOLOGICOS

Al igual que las lesiones preinvasoras, practicamente todos los carcinomas del
cérvix uterino, independientemente de su tipo histoldgico, se originan en la zona de
transformacion, desde donde se extienden al exocérvix, al endocérvix o bien a ambos.

El carcinoma escamoso constituye el tipo histologico més frecuente de
carcinoma cervical. El sistema de graduaciéon mdas usado incluye tres grados de
diferenciacion, bien, moderada y pobremente diferenciado, representando los tumores
moderadamente diferenciados el 60% de todas las neoplasias escamosas. Aunque se
reconocen diferentes variedades de carcinoma escamoso, se recomienda usar
fundamentalmente dos categorias: carcinoma escamoso queratinizante (presenta focos
de queratinizacion con formacién de perlas corneas, suelen asociarse a un mejor
prondstico) y no queratinizante (bien de células grandes que contiene elementos
celulares mas indiferenciados o de células pequefias con elementos marcadamente
indiferenciados), siendo esta wiltima variedad la mas frecuente (figs. 12, 13 y 14) %,

El adenocarcinoma constituye el segundo tipo histologico en frecuencia en el
cérvix uterino y se define por la formacion de estructuras glandulares. Se distinguen
diferentes tipos histologicos de adenocarcinoma endocervical, aunque en su mayoria
son adenocarcinomas mucinosos en sus diferentes subvariedades (figs. 17 y 18). El
adenocarcinoma endometrioide representa en algunas series hasta un 30% de los
adenocarcinomas endocervicales, mientras que en otras series es practicamente
inexistente, siendo considerado en estas series como adenocarcinoma mucinoso con
escaso moco. En cualquier caso el adenocarcinoma endometrioide endocervical tiene

idéntica relacién etiologica con VPH que el resto de los adenocarcinomas
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endocervicales y no debe ser confundido con la extension endocervical de un
adenocarcinoma de endometrio (fig. 19).

Los carcinomas adenoescamosos ocupan el tercer lugar en orden de frecuencia.
Se caracterizan por la presencia simultanea de diferenciacion escamosa y glandular (fig.
21).

Los tumores neuroendocrinos son poco frecuentes pero sus formas mas
habituales, el carcinoma de células pequeiias y el carcinoma neuroendocrino de células
grandes presentan un pronostico mas agresivo. Este diagnostico debe confirmarse
mediante la demostracion inmunohistoquimica de la expresion de marcadores
neuroendocrinos.

En los ultimos afios se ha asistido a un aumento de los adenocarcinomas,
pasando de un 5% en la década de los sesenta, a casi un 20% en la actualidad, esto es
debido por una parte a la disminucion de los carcinomas de células escamosas por un
mejor diagndstico precoz, pero también a un aumento absoluto de los adenocarcinomas,
especialmente en las mujeres jovenes.

Desde el punto de vista macroscopico, los canceres del cérvix los podemos ver
como formas endofiticas (destructivas o ulcerativas), exofiticas (nodulares, papilares, o
polipoides), o con crecimiento desde el endocérvix hacia el estroma, pudiendo aparecer
el epitelio ectocervical normal y tratarse de carcinomas ocultos o bien, si el crecimiento
es mayor, como tumores en tonel o barril al distender el cuello. No obstante el aspecto
macroscopico mas comun es el de una lesion exofitica mamelonada, irregular, friable, a

menudo ulcerada y que sangra profusamente al contacto (fig. 23).

A continuacién exponemos la clasificacion de los tipos histoldgicos de cancer

de cérvix de la OMS disenada en 2003 (tabla 3).
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Tabla 3. Tipos Histologicos cancer de cérvix (OMS 2003)

Carcinoma escamoso

Queratinizante

No queratinizante

Basaloide

Verrucoso

Tumores neuroendocrinos

pequeiias

Tumores Condilomatoso (warty)
€scamosos Papilar
y Tipo linfoepitelioma
precursores Escamotransicional
Carcinoma escamoso con
invasion incipiente
Neoplasia escamosa
intraepitelial
Endocervical
Intestinal
Adenocarcinoma De. células en
MUGCINoso anillo de sello
De desviacidn
minima
Villoglandular
Tumores |Adenocarcinoma Adenocarcinoma
glandulares endometrioide
y Adenocarcinoma de
precursores células claras
Adenocarcinoma
Seroso
Adenocarcinoma
mesonéfrico
Adenocarcinoma con
invasion incipiente
Adenocarcinoma in situ
Carcinoma adenoescamoso |Variante de células
esmeriladas (Glassy)
Carcinoma adenoide
quistico
Carcinoma adenoide basal
Otros Carcinoide
tumores Carcinoide atipico
epiteliales Carcinoma de células

Carcinoma
neuroendocrino de
células grandes

Carcinoma indiferenciado
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Figura 12. Carcinoma epidermoide infiltrante de Figura 13. Carcinoma epidermoide infiltrante de
cérvix de tipo queratinizante de célula grande™. cérvix de tipo no queratinizante de célula grande™.

Figura 14. Carcinoma epidermoide infiltrante de cérvix de tipo
no queratinizante de célula pequefia®.

Figura 15. Carcinoma verrucoso de cérvix (patron de crecimiento expansivo) >
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Figura 22. Carcinoma con células en vidrio esmerilado (glassy cell carcinoma) *.

Figura 23. Vista anterior de Gtero y anejos abierto por el canal endocervical mostrando una lesion
invasora de crecimiento exofitico a expensas cuello uterino.
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1.5 CLINICA

El cancer de cérvix en los estadios iniciales, correspondientes a carcinoma
microinvasor, no produce sintomas.

En el estadio de carcinoma invasor, la metrorragia es el sintoma mas precoz y
caracteristico. Habitualmente es escasa y aparece entre reglas, como un spotting
intermenstrual. Rara vez es abundante, puede ser espontanea pero también con
frecuencia se presenta en forma de coitorragia, o al hacer una exploracion ginecologica.
El flujo es otro sintoma frecuente. Habitualmente tiene un aspecto acuoso, tefiido de
sangre; y en fases avanzadas puede ser sanguino-purulento, con un intenso olor fétido
por la presencia de necrosis.

Ya en estadios avanzados nos encontramos generalmente con sintomas
ocasionados por la compresion o infiltracion tumoral de los 6rganos vecinos: dolor
pélvico o sacro irradiado a miembros inferiores por afectacion del nervio ciatico,
disuria, hematuria, rectorragia, estrefiimiento o complicaciones fistulosas hacia la
vagina por invasion vesical o rectal, edema de uno o ambos miembros inferiores por
bloqueo linfatico o venoso, dolor en flanco por compresion ureteral que puede causar
hidronefrosis y llevar a la muerte a la paciente por uremia™.

También aparecen los sintomas generales propios de los procesos neoplasicos

como vOmitos, astenia, anorexia, inanicion e inapetencia.
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1.6 DIAGNOSTICO

A pesar de las campanas de prevencion del cancer de cérvix, solamente un 20
por 100 de las pacientes con enfermedad invasiva son asintomadticas en el momento de
establecer el diagndstico.

El diagndstico precoz del cancer cervical puede ser muy complicado debido a
tres factores:

1. Naturaleza con frecuencia asintomatica de la enfermedad en estadio

temprano.

2. Origen de algunos tumores en el interior del canal endocervical o bajo el
epitelio del ectocérvix, localizacion que imposibilita su visualizacion
mediante un examen con especulo.

3. Importante tasa de falsos negativos de las citologias, aun en mujeres que se
someten a pruebas de deteccion regulares. Nunca puede confiarse en una
citologia negativa de una paciente sintomatica.

La aplicacion de los programas de cribado realizados de forma eficaz, ha

demostrado ser efectiva en la reduccion de la incidencia y mortalidad por céncer de
cuello uterino en todo el mundo aunque ninguno ha logrado erradicar totalmente la

enfermedad.

1.6.1 ESTADIFICACION DEL CANCER DE CERVIX

El carcinoma cervical tiene sus origenes en la unién escamo-columnar ya sea en

el canal endocervical o en la porcidon cérvico-uterina. La lesion precursora es la

displasia o carcinoma in situ, que posteriormente puede convertirse en cancer invasor.
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Este proceso puede ser muy lento. Algunos estudios prospectivos han revelado que en
pacientes con céancer cervical in situ que no han sido tratadas, entre el 30% y el 70%
desarrollardn carcinoma invasor en un periodo de 10 a 12 afios. Sin embargo, en
alrededor del 10% de las pacientes, las lesiones pueden progresar de in situ a lesiones
invasoras en periodos inferiores a un afio. A medida que se hace invasor, el tumor

irrumpe a través de la membrana basal e invade el estroma cervical (fig. 24).

Figura 24. Zona de transformacion.

La extension del tumor cervical puede manifestarse en ultimo término como una
ulceracion, un tumor exofitico o la infiltracion extensa del tejido subyacente incluyendo
la vejiga o el recto.

Ademas de la invasion local, el carcinoma cervical puede diseminarse por via de
los ganglios linfaticos regionales o del torrente sanguineo como consecuencia de la
extension e invasion de la lesion local’’. A pesar de que, en general, el cancer cervical

progresa de manera ordenada, ocasionalmente se puede presentar un tumor pequefio
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con metastasis distante. Por este motivo, se debe evaluar cuidadosamente a las
pacientes en busqueda de enfermedad metastasica.

Respecto a las vias de diseminacion linfaticas la primera estacion son los
linfaticos de la pelvis: las vias se dirigen hacia los parametrios, ganglios obturadores e
hipogastricos, iliacos externos, presacros e iliacos comunes. Como segunda estacion se
dirigen hacia los ganglios paraadrticos, por lo cual estos se deben considerar
metastaticos.

En cuanto a las metastasis la localizacion mas frecuente de las primeras
metastasis es: ganglios paraaorticos y mediastinicos, pulmon y tejido 6seo.

En el cancer de cérvix, la definicion de la extension de la enfermedad se hace
mediante estadificacion clinica, estudios diagnoésticos no invasivos y en casos
seleccionados mediante estadificacion quirargica. Esta valoracion previa al tratamiento
nos servira para establecer el estadio de la enfermedad y para elegir la estrategia mas
adecuada en cada caso.

El estadio se determina en el momento del diagndstico primario y no se
modifica ni siquiera ante las recurrencias’”. Se estadificara siguiendo los criterios de la

Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).

>  Estadificacién clinica. Criterios de estadificacion™:

* Exploracion clinica

La estadificacion del cancer de cuello uterino, como se muestra en la figura 25,
estd basada en la exploracion clinica. Esto supone que la exploracion cuidadosa por
personal experimentado debe ser efectuada en todos los casos. Consiste en un examen
ginecologico por via vaginal y rectal, a ser posible bajo anestesia general, intentando

valorar tanto el volumen tumoral como la extension vaginal, parametrial y del tabique
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rectovaginal del proceso neopléasico. En ocasiones, puede resultar dificultoso discernir,
por la exploracion clinica, una verdadera afectacion neoplasica de un proceso
inflamatorio reactivo de los tejidos parametriales.

La exploracion de areas ganglionares debe incluir tanto la zona inguinal como el

area supraclavicular.

Biopsia Si tumor microscépico
Cancer invasor Conizacién

- Imprescindible para el diagnéstico
de estadios inCipientas
- Terapéutica en estadio A7
- Valoracién de factorses
prondstices adicionales

Valorar:
- Tamano tumoral
- Extensién a parametrios
y vagina
Areas ganglionares inguinales
y supraclavicularss

| "

Exploracion clinica Otras pruebas complementarias: cionales (1)
(imprescindible) Sélo en caso de sospecha clinica {No contempladas por |z
de afectacién AGO)
Tacto vaginal
Tacto rectal RX térax TAC (2)
Exploracion areas Cistoscopia Resonancia magnética (3)
ganglionares Rectoscopia PET/TAC (8)

Urografia endovenosa

Figura 25. Estadificacién clinica Cancer de Cérvix. (Fuente: Oncoguia Cérvix™).

Las pruebas que se pueden utilizar para efectuar la estadificacion son:
palpacidn, inspeccion, colposcopia, biopsia y legrado endocervical. La conizacidon o
amputacion de cuello forman parte de la exploracion clinica.

Todo crecimiento tumoral o ulceraciéon obvios han de someterse a biopsia en

sacabocados o escision con asa de diatermia para confirmacion histologica. En caso de
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que la paciente presente un cuello uterino de aspecto normal pero sea sintomatica o
tenga una citologia anémala, habra de realizarse una colposcopia. Si no es posible
establecer un diagndstico definitivo de cancer invasivo a partir de la biopsia

ambulatoria, podria ser necesaria una conizacion diagndstica.

* Pruebas Complementarias
Dado que la informacién sobre la extension de la enfermedad es fundamental a
la hora de planificar el tratamiento, para definir con mayor precision dicha extension se

han utilizado varios estudios sobre diagnostico por la imagen.

- Para realizar la estadificacion

Se aceptan como pruebas para realizar la estadificacion: histeroscopia,
cistoscopia, rectosigmoidoscopia, pielografia endovenosa y radiografia de torax y
huesos. La sospecha de afectacion de la mucosa rectal o vesical debe ser confirmada

por biopsia (histologia, no citologia). El edema de pared no es prueba suficiente.

- Para modular el tratamiento (fig.25)

Las pruebas complementarias tales como linfografia, TAC, resonancia
magnética, PET, arteriografia o venografia, laparoscopia con o sin linfadenectomia,
ecografia, PAAF de ganglios guiada por TAC, son utiles para la decision terapéutica
pero no hacen variar el estadio clinico. Su acceso no es universal y no permitiria poder
comparar los resultados de centros y paises diversos. Por lo que son opcionales, no
contempladas por la FIGO (1).

Tomografia computerizada (2): desde mediados de la década de 1970, se viene

utilizando la TAC para ayudar a establecer el estadio de un cancer pélvico. Ademas de
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su uso para valoracion de la afectacion ganglionar, la TAC pélvica y abdominal permite
la evaluacion del higado, del tracto urinario y de las estructuras 6seas. La TAC detecta
unicamente cambios en el tamafio de los ganglios, y generalmente se consideran
positivos aquellos de méds de 1cm de didmetro. Los ganglios de tamafio normal que
contienen depodsitos microscopicos dan falsos negativos, mientras que la dilatacion
ganglionar producida por cambios hiperplasicos o inflamatorios provoca falsos
positivos. Si se consideran positivos los ganglios de méas de 1.5cm de diametro, la
sensibilidad de la prueba mejora a costa de la especificidad.

Resonancia magnética (3): las imagenes por resonancia magnética (RM) poseen
una resolucion de alto contraste y capacidad de representacion multiplanar, por lo que
constituye una modalidad valiosa para determinar el tamano del tumor, el grado de
penetracion en el estroma, la extension a la vagina, la extension al cuerpo uterino, la
extension al parametrio y el estado de los ganglios linfaticos.

La capacidad de la RM de determinar con mayor precision el diametro tumoral
y la infiltracién al parametrio, especialmente en pacientes con tumores cervicales
voluminosos, convierte a esta técnica en un auxiliar muy util para la evaluacion clinica
destinada a la planificacién del tratamiento. La RM es adecuada también para la
evaluacion de las pacientes embarazadas, porque no supone riesgo para el feto.

Tomografia por emision de positrones (PET) (4): se basa en las alteraciones
metabolicas, mas que en las anatomicas, para la deteccion de la enfermedad. La técnica
PET tiene la capacidad de determinar la extension de la enfermedad, especialmente en
ganglios linfaticos no dilatados y en puntos remotos, con mayor precision que los

estudios convencionales de diagndstico por la imagen.
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A.

Los estadios se definen por la clasificacion de la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO) o por la clasificacion TNM del Comité Americano

Conjunto Sobre el Cancer (AJCC).

ESTADIOS DE LA FIGO:

Es un estadiaje clinico, que debe realizarse basdndose en los exdmenes
practicados antes del tratamiento. Los hallazgos posteriores, obtenidos durante la
realizacion del acto quirrgico o en el andlisis de la pieza operatoria, no deben hacer

. . . . . 59
variar el estadio en el que se haya clasificado a la paciente preoperatoriamente” .

> Estadificacién actualizada de la FIGO 2008 para el cancer cervical®:

El Comité de la FIGO en Oncologia Ginecologica decidid por un lado que la
estadificacion clinica deberia continuar, mientras que la evaluacion ganglionar para la
estadificacion preterapéutica considerd que no se incluyera porque solo se emplea en
los paises mas avanzados, mientras que en la mayoria de los paises con pocos recursos
no se puede llevar a cabo.

Dos han sido los cambios que han sido aprobados en la nueva clasificacion. En
primer lugar, el estadio IIA ha sido subdividido en IIA1 y IIA2, dependiendo de si el
didmetro méximo del tumor es mayor o menor de 4cm, tal como se venia dividiendo el
estadio IB. En segundo lugar, se ha eliminado el estadio 0 porque se considera una

etapa preneopldasica.
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Estadio I: Es el carcinoma estrictamente limitado al cérvix; no se debe tener en
cuenta la extension al cuerpo uterino.
* Estadio IA: Carcinomas invasivos s6lo diagnosticados por microscopio.

Todas las lesiones macroscopicas, incluso con invasion superficial, se
consideran como cancer en estadio Ib. La invasion se limita a la invasion del
estroma con una profundidad maxima de 5 mm y no mas de 7 mm de ancho. La
profundidad de la invasion no debe ser mayor de 5 mm desde la base del epitelio, ya
se origine en la superficie o en las glandulas. La invasion del espacio vascular, ya
sea venoso o linfatico, no debe alterar la clasificacion.

o Estadio IA1: Invasion del estroma de no mas de 3mm de profundidad y no més
de 7 mm de didmetro.

o Estadio TA2: Invasion del estroma de més de 3mm pero no mas de 5 mm de
profundidad y no més de 7 mm de didmetro.

* Estadio IB: Lesiones clinicas limitadas al cuello uterino o lesiones preclinicas

de mayor extension que el estadio IA.

o Estadio IB1: Lesiones clinicas de no mas de 4cm de tamafio.

o Estadio IB2: Lesiones clinicas de mas de 4cm de tamaiio.

Estadio II: El carcinoma se extiende mas alla del cérvix uterino, pero no llega a la
pared pélvica. El carcinoma afecta la vagina, pero no llega al tercio inferior.

* Estadio IIA: Sin invasion parametrial.

o Estadio IIA1:Lesion clinicamente visible < 4cm en su mayor dimension

o Estadio IIA2: Lesion clinicamente visible > 4cm en su mayor dimension.

* Estadio IIB: Afectacion del parametrio proximal, pero sin llegar a la pared

pélvica lateral (fig. 26).
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Estadio 11

Figura 26. Estadio II. (Fuente: protocolo SEGO sobre cancer de cérvix’*).

Estadio III: Implica que el carcinoma se ha extendido a la pared pélvica. Acorde al
examen rectal, no hay espacio libre de cancer entre el tumor y la pared pélvica. El
tumor afecta el tercio inferior de la vagina. Se deben incluir todos los casos con
hidronefrosis o con insuficiencia renal, a menos que se sepa que se deben a otras
causas (fig. 27) .

* Estadio IITA: Sin extension a la pared pélvica, pero si al tercio inferior de la
vagina.

* Estadio IIIB: Extension a la pared pélvica, hidronefrosis o insuficiencia renal.

Estadio IIIA Estadio IIIb
Pared pelvica

Figura 27. Estadio III. (Fuente: protocolo SEGO™).
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= Estadio IV: Implica que el carcinoma se ha extendido mas alla de la pelvis misma o
ha afectado clinicamente la mucosa vesical o rectal (fig. 28).

* Estadio IVA: Propagacion del tumor a érganos adyacentes a la pelvis.

Figura 28. Estadio IV. (Fuente: protocolo SEGO’).

* Estadio IVB: Propagacion a 6rganos distantes.

Notas sobre la estadificacion:

- El diagnostico del estadio "Ia" debe basarse en el estudio de un cono que tiene que
incluir la lesion completamente.

- Un parametrio indurado y fijo a la pared pélvica, pero no nodular, debe ser calificado
como estadio "[Ib". Debe ser clasificado como estadio III si el parametrio es nodular
en la pared pélvica o si el crecimiento tumoral se extiende a la pared pélvica.

- La presencia de edema bulloso como tal no permite clasificar un caso como estadio
"IV". Los surcos y retracciones de la pared deben interpretarse como signos de
afectacion submucosa si permanecen fijos al tumor durante la movilizacion del mismo
en la exploracion citoscopica. El hallazgo de una citologia maligna en el lavado
vesical requiere biopsia de la pared.

- Cuando hay duda con el estadio, es obligatorio asignarlo al mas precoz. Una vez
asignado y el tratamiento ha sido iniciado no puede ser cambiado como consecuencia

de hallazgos posteriores.
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Clasificaciéon TNM:

Las definiciones de las categorias T corresponden a los estadios aceptadas por FIGO.
Tumor Primario (T)
TX: El tumor primario no puede ser evaluado.
TO: No hay evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma in situ.
T1/1: El carcinoma cervical esta estrictamente limitado al utero (no debe tenerse en cuenta la

extension al cuerpo).

T1a/IA: Carcinoma invasor diagnosticado s6lo mediante microscopia. Todas las lesiones visibles
macroscopicamente, aiin con invasion superficial, son T1b/1B. Invasion estromal con profundidad
maxima de 5 mm medida desde la base del epitelio y expansion horizontal de 7 mm o menos. Una
invasion del espacio vascular, ya sea venosa o linfética, no afecta la clasificacion.

T1al/IA1: Invasion estromal de 3 mm o menos de profundidad y 7 mm o menos de extension
horizontal.

T1a2/IA2: Invasion estromal de mas de 3 mm y no mas de S mm con expansion horizontal de
7 mm o menos.

T1b/IB: Lesion clinicamente visible confinada al cérvix o lesion microscopica mayor de T1a2/IA2.

T1b1/IB1: Lesion clinicamente visible de 4 cm o menos en su mayor dimension.
T1b2/IB2: Lesion clinicamente visible con mas de 4 cm en su mayor dimension.

T2/I1: El carcinoma se ha extendido mas alla del titero pero no a la pared pélvica ni al tercio
inferior de la vagina.

T2a/IIA: Tumor que no se ha extendido al parametrio.

T2al/IIA1: Lesion clinicamente visible < 4cm en su mayor dimension.
T2a2/IIA2: Lesion clinicamente visible > 4cm en su mayor dimension.

T2b/1I1B: Tumor que se ha extendido al parametrio.

T3/111: Extension a la pared pélvica y/o se extiende al tercio inferior de la vagina y/o causa
hidronefrosis o disfuncion renal.

T3a/lIIA: El tumor se ha extendido al tercio inferior de la vagina pero no a la pared pélvica.

T3b/IIIB: Diseminacion del tumor a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o disfuncion
renal.

T4/IVA: El tumor invade la mucosa de la vejiga o el recto y/o se extiende mas alla de la pelvis
misma (un edema bulloso no es suficiente para clasificar un tumor como T4).

Ganglios linfaticos regionales (N)
NX: Los ganglios regionales no pueden ser evaluados.
NO: No hay metastasis de ganglios regionales.

N1: Evidencia de metéstasis de ganglios regionales.
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Metastasis a distancia (M). Son las metastasis en ganglios adrticos y mediastinicos, pulmones
y esqueleto.

MX: La metastasis a distancia no puede ser evaluada.

MO0: No hay metastasis a distancia.

M1/IVB: Existe metastasis a distancia.

B. AGRUPACION POR ESTADIOS DE LA AJCC (2010)°":

Estadio T N M
Estadio O Te NO MO
Estadio T NO MO
Estadio A Tia NO MO
Estadio A7 T2l NO MO
Estadio 1AZ Tiaz NO MO
Estadio 1B Tib NO MO
Estadio 181 TIb NO MO
Estadio 182 Tib2 NO MO
Estadio T2 NO MO
Estadio 1A T2a NO MO
Estadio AT T221 NO MO
Estadio 11AZ T2a2 NO MO
Estadio 18 T2b NO MO
Estadio T3 NO MO
Estadio A T3a NO MO
Estadio I8 T3b Cualquier N MO

T1-2 N1 MO
Estadio WA T4 Cuaiqueer N MO
Estadio VB Cualquier T CualquierN M1

* G0
e

y& no considers el estadic O (Tie)
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» Estadificacion quirirgica

Consiste esencialmente en el muestreo linfatico adrtico y pélvico,
preferiblemente extraperitoneal o transperitoneal laparoscopico, y la exploracion directa
del sistema parametrial para reconocer de un modo mas seguro la extension de la
enfermedad. Su razon de ser deriva de la inexactitud de la estadificacion clinica en el
38% de los casos (29% estadios “Ib” y 77% en III-IV).

En casos tratados mediante procedimientos quirtrgicos, los hallazgos del
patodlogo en los tejidos extirpados pueden servir de base para declaraciones muy
precisas sobre la extension de la enfermedad. Las conclusiones no deben modificar la
estadificacion clinica, pero deben registrarse de la manera descrita para la
estadificacion patologica de la enfermedad. La nomenclatura TNM es apropiada para
este fin.

Sélo si se utilizan estrictamente las normas de estadificacion clinica sera posible

comparar resultados entre clinicas y diferentes modos de terapia.

41



1.7 TRATAMIENTO

Después de haber llegado al diagndstico definitivo de cancer cervical invasor,
mediante biopsia y estudio anatomopatologico, y tras haber estudiado la posible
extension de la enfermedad mediante la exploracion clinica y pruebas complementarias,
habra que plantearse la estrategia terapéutica a seguir, dependiendo en cada caso

particular del estadio tumoral y de la edad y estado general de la paciente®.

1.7.1 PLANIFICACION DEL TRATAMIENTO

Existen diversas opciones terapéuticas en funcion del estadio clinico y factores
prondsticos™:

* Conizacion

* Traquelectomia simple o radical

* Histerectomia simple (extrafascial) o radical

* Radioterapia radical (RDT) + Quimioterapia concomitante (QMT)

En estadios precoces se considera de eleccion el tratamiento quirirgico
(Evidencia 1B), aunque la RDT es una alternativa valida en funcion de la experiencia
del centro y de las condiciones de la paciente. El tratamiento quirtrgico ofrece algunas
ventajas como:

* Permite la conservacion de la funcion ovéarica

* Mantiene una vagina mas funcional

* Facilita el conocimiento de los factores pronosticos anatomopatologicos
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Los resultados ofrecidos por las diferentes vias de abordaje  (vaginal,
abdominal,  laparoscdpica) se consideran equiparables si son practicadas por
personal con suficiente experiencia (Evidencia 1B).

El tratamiento quirGrgico no es recomendable en estadios incipientes con
presencia de factores de mal prondstico que permitan prever la necesidad de
tratamiento adyuvante. El objetivo es evitar la suma de morbilidad derivada de la
asociacion de tratamientos.

El conocimiento previo de la afectacion ganglionar permite seleccionar el
grupo de pacientes que pueden beneficiarse del tratamiento RDT-QMT y adecuar
los campos de irradiacion en caso de afectacion ganglionar paraortica.

Si el conocimiento de los factores prondsticos es posterior a la cirugia, se indica
tratamiento adyuvante en funciéon de la presencia de los mismos y grupo de riesgo
determinado.

En estadios localmente avanzados el tratamiento de eleccion es la asociacion

RDT-QMT con finalidad radical (Evidencia 1A).

1.7.2 TRATAMIENTO SEGUN ESTADIO CANCER DE CERVIX.

- CARCINOMA IN SITU

El carcinoma in situ de cérvix tiene una tasa de curacion muy cercana al 100%
si se trata adecuadamente. Es muy recomendable antes de tomar una decision sobre el
tratamiento, conocer la correlacion entre la citologia y una biopsia guiada con
colposcopia. Siempre se necesita una biopsia guiada mediante colposcopia y una
conizacion para excluir la enfermedad invasiva antes de iniciar el tratamiento.

Los métodos para tratar lesiones ectocervicales incluyen:
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- Exéresis mediante asa de diatermia de la unidon escamo-columnar incluyendo la

zona afecta por el carcinoma in situ (fig. 29).

“ Figura 29. Asa diatermia.

- Conizacion mediante laser (fig. 30).

Figura 30. Conizacion con laser.

- Conizacion clasica con bisturi frio.

La conizacion mediante asa de diatermia se considera hoy el tratamiento
estandar, sin embargo, en determinados casos donde existe dificultad en la
identificacion de la enfermedad, falta de correlacion entre la citologia y los resultados
de la colposcopia, adenocarcinoma in situ o extension de la enfermedad al canal
endocervical puede que sea necesario realizar una conizacion clasica con bisturi frio o
con laser. La seleccion de tratamiento dependerd de varios factores, incluyendo la edad,
su deseo de preservar la fertilidad y su condicion médica.

La histerectomia vaginal, abdominal total o laparoscépica es un tratamiento

aceptado, especialmente en las pacientes postmenopdusicas siempre que se haya
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descartado invasion del estroma y se recomienda particularmente cuando el proceso
neoplésico se extiende al margen interno del cono.
Para pacientes que no son candidatas a tratamiento quirurgico por razones

médicas, se puede utilizar tratamiento radioterapico mediante braquiterapia.

= ESTADIO I

Estadio 1A

Carcinomas invasivos s6lo diagnosticados por microscopio en un espécimen de
conizacion. Planear el tratamiento con una biopsia puede dar lugar a errores.

o TAI: Invasion del estroma de no mas de 3 mm de profundidad y no mas de 7 mm de
didmetro. La conizacion puede ser un tratamiento indicado si:

- Margenes negativos en el cono.

- Legrado endocervical negativo para invasion o displasia.

- Invasion espacio linfovascular ausente.

- El seguimiento posterior debe ser riguroso mediante citologia y colposcopia (cada 3
meses/lafio; 6 meses/2 afios; cada ano).

La histerectomia total extrafascial se podria realizar cuando no hay deseos de
fertilidad si los margenes son negativos en el cono, ausencia de invasion del espacio
linfovascular y la ooforectomia en estos casos es opcional pudiéndose evitar en mujeres
jovenes.

La histerectomia radical modificada tipo II (extirpacion de la mitad medial de
los ligamentos cardinales y uterosacros; extirpacion del tercio superior de vagina) con
linfadenectomia pélvica se realizara si los margenes son positivos en el cono o aparece

invasion del espacio linfovascular.
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Cuando por razones médicas no es posible la cirugia y no se observa invasion
del espacio capilar linfatico, la frecuencia de afectacion de ganglios es lo
suficientemente baja para que se pueda tratar estas pacientes exclusivamente con
braquiterapia, en caso contrario se necesitara radioterapia externa.

[A2: Invasion estroma de mas de 3 mm pero no de més de 5 mm de profundidad y no

mas de 7 mm de didmetro.

Para pacientes con invasion tumoral entre 3 y 5 mm se recomienda la
histerectomia radical con diseccion de ganglios linfaticos pélvicos debido al riesgo
conocido de hasta un 10% de metastasis de los ganglios linfaticos. Si existe
contraindicacion para la cirugia se empleara radioterapia intracavitaria y radioterapia
pélvica.

Muchas pacientes con cancer cervical temprano son jovenes, por lo que para
ellas es importante la conservacion de la fertilidad. Por tanto, se han explorado
métodos quirirgicos que extirpan la lesion primaria y los ganglios linfaticos
regionales pero conservan el cuerpo uterino para una futura maternidad®.

Esta técnica es denominada traquelectomia, exéresis quirurgica del cérvix por
debajo del nivel de la arteria uterina.

- Traquelectomia simple: exéresis extrafascial, respetando el tejido parametrial.

- Traquelectomia radical: incluye colpectomia superior y exéresis del tejido
paravaginal y parametrial por debajo del nivel de la arteria uterina. Requiere
diseccion del segmento distal del uréter.

Aunque este procedimiento no haya logrado todavia una amplia aceptacion, se
ha informado de resultados satisfactorios de embarazo.

Aunque la traquelectomia radical se asocia con un tiempo operatorio menor y

una morbilidad inferior a corto plazo que la histerectomia radical, hay algunas
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morbilidades a largo plazo. En una revision retrospectiva de 29 pacientes que se
habian sometido a traquelectomia radical, el grupo del Bartholomew’s Hospital de
Londres inform6 de dismenorrea en 24% de las pacientes, menstruacion irregular en
el 17%, candidiasis recurrente en el 14%, problemas con la sutura cervical en el 14%,
estenosis istmica en el 10% y amenorrea prolongada en el 7%°*.

Una cuestion fundamental para la traquelectomia por cualquier via es la
extension del tumor hacia el canal endocervical. Para evitar la recurrencia local es
fundamental que el margen quirtrgico endocervical sea adecuado, por lo que es
deseable algun tipo de diagnoéstico por la imagen antes de la operacion. La RM parece
ser sumamente sensible y especifica para determinar la extension tumoral mas alla del

orificio interno del utero®’.

Estadio IB
o IB1: Tanto la radioterapia como la histerectomia radical mas la diseccion bilateral
de ganglios linfaticos, en manos de un experto, resultan en un porcentaje de curacion
del 85% al 90% para pacientes con tumores menores de 4cm de diametro. La seleccion
de uno de estos métodos dependera de factores de la paciente y de la disponibilidad de
medios locales. El tamafio del tumor primario es un importante factor de prondstico y
debe ser evaluado cuidadosamente para escoger el tratamiento.

La cirugia primaria tiene la ventaja de extirpar la enfermedad primaria y
permitir una estadificacion quirargica precisa, de modo que permite enfocar con mayor

precision cualquier tratamiento adyuvante®.
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- Cirugia: Histerectomia radical tipo III (extirpacion de la totalidad de los
ligamentos cardinales y uterosacros; extirpacion del tercio superior de vagina,
también denominada intervenciéon de Wertheim-Meigs) con linfadenectomia pélvica
(ooforectomia segin edad en escamosos y recomendado en adenocarcinomas).
Realizar estudio intraoperatorio de ganglios sospechosos y si son claramente positivos

valorar suspender cirugia y administrar radioterapia (figs. 31 y 32)°".

- Radioterapia complementaria tras cirugia: No es necesaria si los ganglios son
negativos, parametrios no afectos y los margenes quirtrgicos son negativos. Por el
contrario si alguna de estas tres condiciones fuese positiva tendria que administrarse.
Puede ser recomendable si existe invasion del espacio linfovascular o invasion

profunda del estroma.

- Radioterapia como tratamiento exclusivo: Radioterapia pélvica y braquiterapia.
En general, la dosis alcanzada en el punto A (objetivo primario: tumor mas utero)
deberia de ser de 70-80 Gy y en el punto B (objetivo secundario: nddulos linfaticos

pélvicos y de la iliaca comun) de 60 Gy.

- Traquelectomia radical: En casos seleccionados de tumores menores de 2 cm. y
en manos expertas se puede preservar la fertilidad mediante la extirpacion radical
exclusiva del cuello previa linfadenectomia pélvica laparoscopica que confirme la

ausencia de afectacion ganglionar (fig. 33).

- Existe una recomendacion consensuada de evitar dos tratamientos (cirugia y

radioterapia) en el momento de planificar el enfoque terapéutico.
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Figura 32. Pieza quirargica tras intervencion Wertheim-Meigs (II).
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Figura 33. Pieza quirurgica tras traquelectomia radical.

o IB2: Lesiones clinicas de més de 4 cm de tamano. La cirugia en la actualidad no es
el tratamiento primario aceptado, toda vez que la paciente en un estadio IB2 va requerir
siempre de radioterapia complementaria y que la combinacion de ambos tratamientos

no supone una ventaja en la supervivencia®.

- Radioterapia pélvica y braquiterapia junto con quimioterapia concomitante. Cinco
ensayos clinicos fase III, han mostrado que existe una ventaja en cuanto a la
supervivencia en general, cuando se afiade quimioterapia con cisplatino conjuntamente
con radioterapia®. El riesgo de mortalidad por cancer cervical disminuy6 en un 30% a
un 50% mediante el uso de quimioradiacion concomitante. Por lo que habria que tener
en consideracion este nuevo enfoque de modalidad combinada en aquellas mujeres que

. . . . , . 1,72
requieran radioterapia para tratamiento del cancer cervical’*’'""%,

- Radioterapia adrtica si existen ganglios adrticos positivos, en estadificacion

quirtrgica o sospecha en pruebas de imagen.
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- ESTADIO ITA

La parte superior de la vagina se encuentra afectada sin llegar al tercio inferior.
No hay afectacion clinica del parametrio. En lesiones clinicas de no mas de 4 cm de
tamano se sigue el mismo enfoque terapéutico que el estadio IB1 y en aquellas lesiones

clinicas de mas de 4cm de tamafio igual manejo que el estadio IB2.

- ESTADIO IIB/II/IVA

Valoracion de adenopatias preadrticas mediante TAC abddémino-pélvico/ PET/
Estadificacion quirargica.
- Adenopatias aodrticas negativas:
Radioterapia pélvica y braquiterapia junto con quimioterapia concomitante.
Radioterapia preadrtica opcional a valorar con la paciente.
- Adenopatias aorticas positivas o muy sospechosas (fig. 34):
Radioterapia pélvica y braquiterapia junto con quimioterapia concomitante.

Radioterapia preadrtica.

Figura . Adenopatia pre aortica
sospechosa

Figura 34. Adenopatia preadrtica. (Fuente: protocolo SEGO).
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- Particularidades del IVA: Fistula recto-vaginal / Fistula vesico-vaginal, valorar
exenteracion pélvica dependiendo de la afectacion preaortica y parametrial. Otras

opciones incluyen derivacion fecal o urinaria previamente a quimioradioterapia.

. ESTADIO IVB

- Radioterapia pélvica paliativa seguida de quimioterapia sistémica paliativa
opcional.
- Si hay fistula urinaria o fecal, recomendable primero la derivacion

correspondiente (salvo en esperanza de vida muy corta).

Evaluacion de respuesta dos meses postratamiento: si respuesta completa

seguimiento, si persistencia valorar rescate quirtirgico (exenteracion pélvica).

TUMOR RECIDIVANTE DEL CUELLO UTERINO

El cancer recidivante es aquel que vuelve a aparecer después del tratamiento.

Puede volver a localizarse en el cuello del utero o en otro lugar.

> Recidiva local

Recidiva local o central en paciente radiada (cérvix, vagina, vejiga, recto o
parametrio): realizar exenteracion pélvica (anterior, posterior o total), se puede obtener
una tasa de supervivencia a 5 afios de un 32-62% en pacientes seleccionadas (fig. 35).

Si por el contrario aparece en paciente no radiada realizar radioterapia en

combinacion con quimioterapia, rescata un 40-50% de las pacientes.
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Figura 35. Pieza de exenteracion
pélvica total. (Fuente: protocolo
SEGO™).

> Recidiva a distancia

Si metdstasis unica con un intervalo libre de enfermedad mayor de 12 meses
realizar cirugia, radiacion, quimioterapia o combinacién de estas modalidades.

No hay tratamiento estdndar para el céncer cervical recidivante que se ha
extendido mas allé de los limites de un campo radioterapéutico o quirurgico. Todas las
pacientes son candidatas apropiadas para ensayos clinicos que evalian combinaciones

de fArmacos o nuevos agentes anticancerosos.
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1.7.3 BIOPSIA SELECTIVA GANGLIO CENTINELA

La biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) es una técnica diagnostica
multidisciplinar, que implica la interrelacion entre médicos especialistas en medicina
nuclear, ginec6logos y patologos. La técnica de deteccion intraoperatoria del ganglio
centinela se basa en el patron ordenado de la diseminacidon metastasica ganglionar, por
lo que la ausencia de metastasis en el ganglio centinela presupone la negatividad de
infiltracion del resto de ganglios.

Cuando empezamos nuestro proyecto de tesis esta técnica aiin no estaba puesta
en marcha para el cancer de cérvix, y en el manejo de nuestros casos no se realizd en
ninguno de ellos, sin embargo hoy dia es una técnica que ya se estd utilizando, se
encuentra en proceso de acreditacion en algunos centros, por lo que incluimos un breve
resumen de la técnica en la revision del tema que hemos realizado.

El estado ganglionar es uno de los factores prondsticos mas importante en el
cancer de cérvix uterino. Como hemos descrito previamente existen unas vias de
diseminacion linfatica establecidas, una via linfatica anterior que pasa a través del
ligamento vesicouterino hasta los ganglios interiliacos, una lateral que corre a través del
parametrio lateral y que es la principal ruta de drenaje, y una posterior, menor, que pasa
a través del ligamento sacro-uterino y a lo largo del uréter, hasta los ganglios presacros
y preaorticos. A pesar de la complejidad del drenaje linfatico del cérvix uterino, el
carcinoma de cuello uterino es un buen candidato para el mapeo linfatico ya que de
acuerdo a la baja incidencia de afectacion nodal en estadios precoces, mas del 80 % de
las pacientes que son sometidas a linfadenectomia no obtienen beneficio alguno del
procedimiento y sin embargo deben estar expuestas a la morbilidad asociada a esta
73,74

cirugia™". Por otra parte, una determinacion exacta del estado ganglionar en esta
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poblaciéon permite seleccionar aquellas pacientes con ganglios linfaticos afectos para
quimiorradiacion sin la necesidad de emplear cirugia pélvica radical. La deteccion de
invasion linfatica por métodos de estudio diagndsticos preoperatorios, como la
ecografia abdominal, la tomografia abdominopélvica y la resonancia magnética nuclear
de pelvis, ha demostrado ser poco sensible.

Para la biopsia del ganglio centinela pueden usarse colorantes o coloides
marcados con tecnecio 99, o una combinacién de ambos métodos, que se inyectan
peritumoralmente en el cérvix o en los 4 cuadrantes. La linfogammagrafia localiza el
ganglio centinela y mediante la sonda detectora intraoperatoriamente, ya sea
laparoscopica o laparotdmicamente, y por vision directa del azul, se procede a la
exéresis del mismo. Las localizaciones mas frecuentes son: iliaca externa (45-60%),
obturatriz (38-50%), interiliacas o en iliaca comuin (4-8%), presacros (4%) e
intraparametriales (4%). La tasa de falsos negativos oscila entre el 0,5% y el 10%,
siendo la localizacion mds frecuente de metastasis en estos casos, los ganglios
parametriales’.

La eficacia de deteccion de ganglios centinela es menor en caso de tumores
avanzados (IB2-ITA) que en los incipientes (IA2-IB1). La técnica es aplicable en
pacientes sometidas a tratamientos neoadyuvantes con quimioterapia y/o radioterapia.

En los ultimos afios, a medida que aumenta la sobrevida global de las pacientes
con cancer de cuello uterino en estadios precoces, se esta prestando mas atencion a la
preservacion de la fertilidad y los procedimientos minimamente invasivos. En este
contexto, la aplicacion de técnicas de identificacion del ganglio centinela por via
laparoscopica en conjunto con la histerectomia radical por este abordaje constituye un
avance significativo en el manejo de esta enfermedad, siendo multiples las series

Co . ’ o 6
donde se presenta el procedimiento realizado por via laparoscopica’®’”.
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1.8  FACTORES PRONOSTICOS

El prondstico del cancer de cérvix depende en gran medida de lo avanzada que
se encuentre la enfermedad en el momento del diagnostico. Sin embargo, el estadio
clinico como factor prondstico, debe ser complementado mediante varios hallazgos
macroscopicos y microscopicos en las pacientes sometidas a cirugia. Estos incluyen:
volumen y grado tumoral, tipo histologico, diseminacion linfatica e invasion vascular’®,

En un estudio sobre estadificaciéon quirurgicopatoldgica de pacientes con
enfermedad en estadio clinico IB notificado por el Gynecologic Oncology Group
(GOG)”, los factores que predijeron de forma mas prominente las metastasis de
ganglio linfatico y una disminucién en cuanto a la supervivencia sin enfermedad fueron
el compromiso del espacio linfatico capilar por el tumor, aumento en el tamafio del
tumor, y un aumento en la profundidad de la invasion estromal, en lo que esta ultima

fue la més importante y reproducible®.

El prondstico ha ido mejorando a lo largo de los afios. Esta mejoria es atribuible
tanto a una correcta utilizacion de los recursos quirtirgicos, como al perfeccionamiento
de las diversas técnicas de radioterapia. El pronostico depende de los siguientes factores
basicamente:

- El estadio clinico FIGO (y TNM)

- El volumen y grado del tumor

- El tipo histolégico y grado de diferenciacion celular
- La extension linfatica

- Lainvasidn vascular
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Otros factores, como la profundidad de penetracion en el estroma (que al fin y al
cabo tiene relacion con el estadio), factores moleculares (como la sobreexpresion del
oncogén c-myc, el nimero de células en fase S, etc), asi como los derivados del

tratamiento son también importantes.

. Estadio clinico

Probablemente es el factor prondstico mas significativo. La supervivencia
global de una paciente con cancer de cérvix tratada de forma correcta se situa en torno
al 65.4% a los cinco afos, existiendo una gran variabilidad segln el estadio clinico en
el que nos encontremos (IA 95-99%, IB 81%, IIA 66.3%, IIB 63.5%, III 33.3-38.7%,
IV 9.4-17.1%)"".

A su vez, la incidencia de metastasis ganglionares va aumentando a medida que

progresa el estadio de la enfermedad.

. Tamafio tumoral

Los tumores voluminosos, con didmetro superior a 4 cm. (estadio IB2 de la
FIGO), tienen un riesgo de recidiva hasta tres veces superior a los tumores de menor
tamafo. De la misma forma, existe una correlacion entre el tamafio tumoral y la

posibilidad de metastasis ganglionares (fig. 36).

Figura 36. Tamafio de la lesion tumoral.
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- Afectacion ganglionar

El estado de los ganglios linfaticos regionales es un factor de pronostico basico
y de gran importancia en el cancer de cérvix. La tasa de supervivencia a los cinco afios
en las pacientes con ganglios negativos oscila entre el 85 y el 90%, mientras que, en las
pacientes en las que hay afectacion ganglionar, la tasa de supervivencia varia entre el
20y el 74%, dependiendo del nimero, tamaio y localizacion de los ganglios afectados.
Las metastasis ganglionares se pueden identificar en el 36% de las pacientes con
invasion parametrial y las metéstasis para-aorticas suelen estar precedidas por las

pélvicas.

- Profundidad de la invasion tumoral
La FIGO, en su clasificacion por estadios, ya hace referencia a este parametro
subclasificando el estadio I en funcion de la invasion estromal. Se ha demostrado que el

grado de penetracion en el estroma condiciona la probabilidad de afectacion ganglionar.

. Tipo histologico

Dentro de los tumores con mejor pronostico, por su escasa tendencia a la
invasion, tenemos los carcinomas verrucosos, papilares y villoglandulares. Al contrario,
los carcinomas de células pequefias presentan un peor prondstico, dada su precoz
extension linféatica e infiltracion profunda del estroma, junto con una notable alta tasa

de recidiva locoregional™.
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. Densidad vascular

La densidad de la microvascularizacion tumoral se ha considerado un parametro
prondstico independiente relacionado con la agresividad tumoral. Un incremento en la
densidad vascular conlleva un mayor riesgo de metastasis linfaticas y una menor

supervivencia.

. Factores moleculares

Después de varios aflos de investigacion en el campo de la biologia molecular
estin empezando a obtenerse los primeros resultados acerca de aquellos factores
moleculares que, junto con pardmetros clinicos y anatomopatoldgicos, pueden aportar
informacion util sobre las pacientes con tumoraciones mdas agresivas y con mayor
riesgo de afectacion linfatica y de recidiva local, dotadas, por tanto, de un peor
prondstico y menor supervivencia.

Con todos estos datos disponibles podrian seleccionarse de entrada a estas
pacientes susceptibles de beneficiarse de un tratamiento inicial mas agresivo.
En este campo es en el que se centra nuestro trabajo y vamos a profundizar a

continuacion.
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2. BIOLOGIA MOLECULAR EN EL CANCER DE CERVIX

El cancer es una enfermedad en la que se produce un crecimiento celular
incontrolado; y tales células crecen de una manera anormal porque existe una lesion en
el ADN. Por tanto, el cancer es el resultado de un defecto adquirido del ADN celular
que provoca una desregulacion en el proceso de crecimiento celular. Asi, la célula
alterada se transforma en maligna y se hace independiente de los mecanismos
reguladores normales, convirtiéndose en un clon de células malignas que al crecer
producirdn un tumor.

Para explicar las causas de la transformacion de una célula normal en otra
cancerosa, se¢ han presentado numerosas hipotesis, o teorias de la carcinogénesis a lo
largo del tiempo. Los estudios en biologia molecular han ayudado a descubrir y
entender que la transformacién maligna ocurre a nivel genético (es decir, se trata de una
enfermedad del genoma) aunque el mecanismo exacto no sea totalmente conocido.
Ademas, esos estudios han revelado que la transformacion maligna del cancer es un
proceso que engloba multiples fases, desde la progresiva pérdida del control por parte
de la célula cancerosa y el fallo en la reparacion del ADN, hasta la pérdida de los
sistemas de apoyo que previenen un crecimiento anormal.

Aunque el VPH desempefia un papel fundamental en la patogenia de la mayor
parte de los canceres de cuello de utero, s6lo una pequefia minoria de las mujeres
infectadas desarrolla un cancer de cérvix invasivo. Esto sugiere que hay otros factores
genéticos o ambientales implicados en la carcinogénesis cervical®.

Los genes que desempefan un papel preponderante en el desarrollo del cancer

se dividen en dos grandes grupos: los oncogenes y los genes de supresion tumoral.
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2.1 ONCOGENES

Los oncogenes son genes del control del crecimiento celular que estan
presentes, tanto en el genoma humano como en el de practicamente todos los
organismos multicelulares. El nombre de oncogen se debe a que éste grupo de genes se
descubri6 inicialmente en células cancerosas. Asi que una incorrecta expresion de estos
genes supone una alteracion en la regulacion del crecimiento celular, pero estos
oncogenes son necesarios para el crecimiento celular normal.

Muchos de los productos de los oncogenes son parte del proceso de
transduccion de senales en la célula. La mayoria de las células del organismo son diana
de factores de crecimiento, los cuales mediatizan sus acciones a través de la actividad
tiroxincinasa de los receptores o de otros mensajeros intracitoplasmaticos. Algunos
oncogenes codifican proteinas que actian como factores de crecimiento, como
receptores de estos factores, proteinas transmembrana con accion tiroxincinasa,
moduladores de los mensajeros intracitoplasmaticos y hasta como proteinas que se unen
al nacleo. Y se han descrito alrededor de 100 oncogenes en los canceres humanos, y la
mayoria de ellos en el proceso de transduccion celular.

Algunos oncogenes mas conocidos son: K-RAS, EGFR (erb-B), neu (erb-B-2),
c-myc, CDKD1, CDK4, MDM-2, GLI...

Los oncogenes presentan dos formas: oncogenes celulares, que se encuentran en
el ADN de todas las células, y oncogenes viricos. Estos tltimos se presentan en el
interior del genoma de un retrovirus, que tienen la capacidad de replicarse en las
infecciones agudas o de insertarse en el ADN de las células infectadas y permanecer

latentes hasta su reactivacion posterior.
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2.2 GENES DE SUPRESION TUMORAL

Los genes de supresion tumoral su funcion es inhibir el crecimiento celular de
aquellas células que presentan lesiones.

El gen p53 es un perfecto ejemplo de genes de supresion tumoral. Las
mutaciones del mismo son las alteraciones genéticas mas frecuentes, hasta en un 50%
en los canceres humanos. Este gen codifica una proteina de 53Kd (proteina p53) que se
une en el nucleo y que en grandes concentraciones induce a la célula a la
autodestruccion o apoptosis. Si el gen p53 se dafna o ha sido mutado con anterioridad,
no se produce esta autodestruccion, por tanto aunque se produzcan grandes cantidades
de proteina p53, esta no sera activa, y por tanto, no inducira la apoptosis.

En sintesis, los genes de supresion tumoral no funcionan como reparadores del
ADN, sino que previenen que una cé¢lula con lesiones en el ADN pueda replicarse.

Otro de los genes de supresion tumoral que explicaremos mas adelante es la

proteina del gen supresor tumoral del retinoblastoma (Rb).
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23 CICLO CELULAR Y ONCOGENES

Como se ha mencionado anteriormente durante el proceso de transformacion de
las células normales a células cancerosas, ocurren varias alteraciones genéticas. En este
proceso de transformacion se presenta la pérdida del control de los mecanismos de
replicacion y reparacion del ADN, asi como de la segregacion del material genético.

Aunque las células normales tienen estrategias de defensa contra el desarrollo
del cancer, las células tumorales activan diferentes vias de escape que permiten la
progresion de la neoplasia. Avances recientes han permitido enfocar la investigacion
del cancer hacia la identificacion de algunos de sus factores etiologicos™.

El estudio del ciclo celular y su regulaciéon han permitido conocer como la
fidelidad y la integridad de la replicacion del genoma son mantenidas por las funciones
coordinadas de los puntos de control y de los sistemas de reparacion del ADN. El
funcionamiento adecuado de estos procesos puede ser alterado por mutaciones
genéticas. Estos hallazgos sugieren que los mecanismos moleculares de regulacion que
participan en la transformacion celular pueden ser empleados como sistemas

potenciales para instrumentar nuevas terapias contra el desarrollo del cancer.

CICLO CELULAR

La mitosis es el proceso por el cual una célula se divide dando como resultado
dos células hijas genéticamente iguales a la madre, y recibiendo asi los 46 cromosomas
completos. La mitosis en si misma, es decir el proceso de division nuclear, se realiza en
un corto periodo de tiempo, pero forma parte de un proceso cuidadosamente

programado llamado ciclo celular.
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Justo después de la division celular, aquellas células que estdn destinadas a
dividirse otra vez entran en el estadio llamado G1, mientras que las que no se dividirdn
mas entran en la fase de reposo llamada GO. Las células en la fase G1 pasan después a
la fase S, durante la cual el ADN se duplica. El resultado de ese proceso es que cada
uno de los 46 cromosomas se duplica en dos cromatides hermanas exactamente iguales,
unidas por una zona de constriccion central llamada centromero. Al final de la fase S se
inicia la fase G2 que lleva a la mitosis propiamente dicha. Durante la mitosis, las
cromatides hermanas y el centromero se hacen patentes y se alinean para la separacion.
Esta se realiza a nivel del centromero de todas las 46 cromatides hermanas, de manera
que cada una de ellas se dirige a una de las células hijas. Asi se completa el ciclo

celular normal (fig. 37).
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Figura 37. Esquema del ciclo celular (I). La division celular, constituida por la mitosis (division del
nucleo) y la citocinesis (division del citoplasma), ocurre después de completarse las tres fases
preparatorias que constituyen la interfase. (Fuente: Fisicanet).
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Los reguladores de la progresion de la fase G1, es decir, los que permiten que la
célula entre en division en vez de entrar en reposo, o fase G0, son los mas afectados en
la carcinogenésis. Durante la fase G1 la célula responde a ciertas sefiales extracelulares
que le haran dividirse o permanecer en reposo en la fase GO. Al contrario de lo que
ocurre en la transicion hacia la fase S, G2 y M, la progresion de la fase G1 se basa
generalmente en la estimulacion por mutdgeno y puede ser bloqueada por citoquinas
antiproliferativas. Las células cancerosas pierden ese control y tienden a permanecer en
el ciclo de replicacion celular. Como la maduracion y diferenciacion celular se
favorecen cuando las células salen de ese ciclo celular, las células cancerosas también
tienden a perder esa propiedad.

Por tanto la decision final sobre la division celular se toma cuando la célula pasa
por una zona de restriccion al final de la fase G1; después de ese punto, son refractarias
a las sefales extracelulares de regulacion de crecimiento. Es por tanto necesario
entender el control sobre esta zona, o punto de restriccion, para comprender como y
porqué las células cancerosas se dividen continuamente™.

El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de cambios
en complejos enzimdticos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK: cyclindependent protein Kinases) y los complejos que
se forman entre ambas (CDK-ciclina). Los complejos CDK-ciclina dirigen a la célula
de una fase a otra del ciclo celular. Por lo tanto, la dinamica del ciclo dependera de las
formas activas o inactivas de los complejos CDK-ciclina, entre otros muchos sucesos.

Las cinasas dependientes de las ciclinas conducen el ciclo celular fosforilando
determinadas proteinas criticas necesarias para que la célula progrese hacia la fase
siguiente. Las CDK se expresan de forma constitutiva durante el ciclo celular, aunque

en forma inactiva. Su activacion tiene lugar por fosforilacion tras su uniéon a otra
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familia de proteinas, llamadas ciclinas. Al contrario que las CDK, las ciclinas s6lo se
sintetizan durante fases concretas del ciclo celular y su funcién consiste en activar a las
CDK. Una vez completada esta tarea, los niveles de ciclina disminuyen rapidamente.
Aunque cada fase del circuito del ciclo celular estd cuidadosamente controlada, el paso
de GI a S es un punto de comprobacion de extraordinaria importancia, ya que cuando

la célula cruza esa barrera, se compromete a progresar indefectiblemente hacia la fase S

(fig. 38).
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Figura 38. Ciclo celular (II). Las CDK se asocian con distintas ciclinas en las diferentes etapas del ciclo
celular, formando el complejo CDK-ciclina. La activacion de este complejo dispara procesos que
conducen a la célula a través de las distintas fases del ciclo. La degradacion de las ciclinas inactiva el
complejo. (Fuente: Fisicanet).

El paso por la zona de restriccion y la entrada en la fase S para la replicacion del

ADN, esté controlado por unas proteincinasas dependientes de las ciclinas D, E y A.
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Las cinasas dependientes de la ciclina D1 deben fosforilar algiin substrato o
substratos cuya modificacion es necesaria para la salida del ciclo G1, y la proteina del
gen supresor tumoral Rb (del retinoblastoma) es uno de esos substratos™.

La proteina del gen Rb (pRb) y proteinas similares (como las p130 y p107)
controlan la expresion genética a través de una familia de reguladores transcripcionales
denominados colectivamente E2F, los cuales activan genes cuyos productos son
importantes para la entrada en la fase S. Por tanto la proteina pRb se asocia con E2F
durante la fase G1 y cuando pRb se fosforila libera a E2F, el cual participa en la
transcripcion de varios genes requeridos en el ciclo celular.

Cuando existe algiin dafio genético, los mecanismos de control transcripcional
de los complejos CDK-ciclina inducen la interrupcion del ciclo celular hasta que el
dano se corrige. La interrupcion de la proliferacion es mediado por proteinas
inhibidoras de la actividad de los complejos CDK-ciclina: la proteina p27, pl16 y p21
las cuales bloquean la progresion del ciclo celular en la fase G1; aunque pueden tener
otras funciones ain no conocidas. Estos mecanismos de control pueden ser activados
por diferentes sefales fisiologicas que pueden actuar sobre diferentes complejos CDK-
ciclina.

Aunque la transicion del ciclo celular depende del ciclo de las CDK, las zonas
de control ayudan a asegurar que algunos procesos terminen antes de que otros
empiecen. La diferencia fundamental entre las transiciones del ciclo celular y las
operaciones de vigilancia es que éstas no son esenciales para que el ciclo funcione, sino
que su papel es el de frenar el ciclo celular cuando se produce una lesion. Al permitir la
reparacion, los puntos de control son cruciales para mantener la estabilidad del genoma.
Como se ha mencionado anteriormente el p53 es el gen que se muta con mas frecuencia

en los canceres humanos y uno de los arquetipos de los reguladores de las zonas de
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control. Una de sus funciones es asegurar que como respuesta al dafio gendmico, la
célula descanse en la fase G1 e intente reparar su ADN antes de duplicarse. Ademas,
hay evidencias que demuestran que p53 interactiia con los complejos CDK-ciclina. De
esta manera, p53 puede reprimir la expresion de genes que participan en los procesos de
replicacion y transcripcion del ADN, o bien, activa genes reguladores negativos de la
proliferacion celular, como Rb, produciendo interrupcion del ciclo celular o muerte por
apoptosis. La parada del ciclo celular inducida por p53 se produce al final de la fase
G1, y se debe a transcripcion, dependiente de p53, del inhibidor CDK p21, que inhibe
los complejos ciclina/CDK, por lo que evita la fosforilacion de Rb necesaria para que la

célula penetre en la fase S (fig. 39).

El ciclo celular en el cancer de cuello uterino asociado a HPV oncogénico.
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Figura 39. Ciclo celular (III). Ante sefiales promotoras crecimiento, en fase G1 inicial se estimula la
sintesis ciclinasD, que se unen a CDK4 y CDK6. En esta misma fase, se estimula la sintesis ciclinaE que
se une a CDK2. Los complejos ciclina D/CDK4, D/CDK6 y E/CDK2 fosforilan a la pRb, que libera a las
proteinas E2F que activan la transcripcion de varios genes, cuyos productos son esenciales para la
progresion hacia la fase S. La ciclinaA, se une a CDK2 y CDKI1 facilita progreso célula por la fase S
hacia G2. Al principio G2 aparece la ciclinaB, formacion de complejos con CDK 1, ayuda célula a pasar
de G2 a M vy fosforiliza diversas proteinas necesarias para la mitosis. La actividad de las CDK esta
regulada por dos familias de inhibidores, p21-p27-p57, que produce la inhibicion general de las CDK, y
p15-p16-p18-p19 que causa efectos selectivos sobre los complejos D/CDK4 Y D/CDK6 ¥
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La duplicacion de los centromeros empieza generalmente alrededor de la fase
G1-S, pero en ausencia de p53 se generan multiples centrosomas en una sola célula
produciendo una segregacion aberrante de los cromosomas durante la mitosis. Estos
cambios son tan graves que provocan inestabilidad genética desembocando en cambios
en el nimero de cromosomas y ploidia, aumentando la probabilidad de que las células
evolucionen hacia la malignidad, escapen al control inmunitario, resistan mejor la
hipoxia, se hagan invasivas, metastasicas y finalmente resistentes a la quimioterapia.

La cooperacion entre las vias del Rb y del p53, posiblemente determinen si la
p53 induce un descanso en la fase G1 o la apoptosis ante la lesion genética, inclinando
la balanza hacia la apoptosis cuando se pierde el Rb.

Resumiendo en cuanto a la funcion de Rb en el control del ciclo celular: Rb es
un gen supresor de tumores que inhibe la proliferacion celular. Aunque directamente la
funcion de pRb no se asocia con la interrupcion del ciclo celular, existen evidencias de
que la forma no fosforilada de pRb es responsable de la interrupcion de la proliferacion
celular. Ademas, la fosforilacion de esta proteina es crucial para su unidén con otras
proteinas involucradas en la activacion transcripcional y en la regulacion del ciclo
celular. En las fases GO y GI1 tempranas del ciclo, pRb se encuentra hipofosforilada
(forma activa). La fosforilacion de pRb ocurre entre las fases G1 y S, y aumenta en las
fases G2 y M (forma inactiva). Cuando la célula termina la mitosis pRb se defosforila.
La actividad de pRb estd principalmente asociada a inhibicién de la proliferacion
celular.

De todo lo anterior se deduce claramente que, si falta la proteina Rb (por
deleccion del gen correspondiente) o si una mutacion altera su capacidad para regular
los factores de transcripcion E2F, el freno molecular del ciclo celular desaparecera y la

célula avanzara despreocupadamente hacia la fase S.
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La expresion anormal de las ciclinas D, E y A, en asociacion con varias CDK
alteradas, en células deficientes de la funcion de p53, sugiere un mecanismo adicional
de la pérdida de los puntos de control durante la transicion de la fase G1 a la fase S en

el proceso de tumorigénesis.
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24  APOPTOSIS

La apoptosis es uno de los principales tipos de muerte celular programada.
Como tal es un conjunto de reacciones bioquimicas que ocurre en las células de un
organismo pluricelular, encaminadas a producir la muerte de la célula de manera
controlada, a diferencia de la necrosis. La apoptosis es un fendémeno bioldgico
fundamental, permanente, dindmico e interactivo. Existen mecanismos pro- o anti-
apoptoticos, regulados genéticamente, que actuan de forma activa (pues consumen
energia) y equilibrada.

Los defectos en la maquinaria apoptética, incluyendo sus miembros sensores-
efectores y su interrelacion, podrian conllevar al surgimiento del cancer, enfermedades
autoinmunes, difusion y  persistencia de infecciones virales y desordenes
neurovegetativos.

Dado que la apoptosis actia como oponente a la mitosis, es muy importante su
relacion con el ciclo celular. Un complejo balance entre la proliferacion celular y la
apoptosis mantiene la renovacion celular normal. Los eventos genéticos conducen a un
incremento en la proliferacion y a una reduccion de la apoptosis, que podria resultar
entonces en el desarrollo de neoplasia.

En el ciclo celular, como se ha mencionado anteriormente, hay cuatro fases:
mitosis (M), fase de control celular G1, sintesis de ADN (S) y fase de control G2. La
apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para impedir que una célula dafiada
ingrese a la fase de sintesis de manera que las mutaciones no se reproduzcan durante la
replicacion del ADN y en la fase G2 para impedir que las células que no hayan llegado

a la madurez entren en mitosis.
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Se han identificado una gran familia de genes reguladores de la apoptosis.
Dentro de la cadena de apoptosis es donde cobra gran importancia el bcl-2.

Bcl-2 es una familia de proteinas formada por alrededor de 25 miembros que
regulan procesos de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un punto clave en la
via intrinseca de la apoptosis celular.

Su nombre deriva de la proteina fundadora, el protooncogén Bcl-2 (por sus
siglas en inglés B-cell lymphoma 2), segundo miembro de un grupo de proteinas
inicialmente descrito en estudios de la translocacion reciproca entre los cromosomas 14
y 18 observada en linfomas foliculares. A diferencia de otros oncogenes estudiados,
bcl-2 no estaba implicado en el control de la proliferacion celular sino en el bloqueo de
la muerte celular, mas especificamente de los procesos de contraccidon citoplasmatica,
condensacion nuclear, desorganizacion de la membrana plasmatica y ruptura
endonucleolitica del ADN. A su vez, por su localizacion mitocondrial, fue un primer
indicador de la importancia de este organulo en los procesos de apoptosis.

Siguientes investigaciones demostraron la existencia de dos subfamilias
homologas pro-apoptoticas, Bax y BH3. Bax fue el primer homoélogo identificado por
su interacciébn con bcl-2: ratones deficientes en Bax presentaban una expansion
selectiva de poblaciones celulares y la relacion Bcel-2/Bax se describio clave en la

susceptibilidad a apoptosis por la via intrinseca.

Por tanto se conocen tres grupos:

- Subfamilia Bel-2 (anti-apoptotica): Bcel-2, Bel-XL, Bel-W, MCL-1

- Subfamilia Bax (pro-apoptotica): Bax, Bak, Bok

- Subfamilia BH3 (pro-apoptoética): Bad, Bid, Bik, Blk, BimL
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Estas subfamilias vienen definidas en parte por la homologia con cuatro
regiones denominadas dominios de homologia Bcl-2 (BH). La subfamilia anti-
apoptotica presenta una conservacion de los 4 dominios y estudios con Bcl-W
permitieron determinar que los dominios BH1, BH2 y BH3 eran los responsables de
formar una region hidrofébica de interaccion con los dominios BH3 de las pro-
apoptdticas, produciendo su inhibicion. Los miembros de la subfamilia Bax presentan
dominios BH1-3 por lo que también se les conoce como subfamilia “multidominio”, en
contraposicion con la subfamilia BH3 que sélo presenta homologia en el minimo
dominio de muerte celular, la hélice antipatica BH3.

Las proteinas tipo multidominio pueden producir poros por si solas en
liposomas, lo que indica que probablemente son suficientes para formar el poro
mitocondrial que permite la liberacion del citocromo c. Las proteinas tipo BH3-only
activan a estas proteinas, y las antiapoptodticas inhiben la formacion del poro. Estas
proteinas son los reguladores mas importantes del proceso de apoptosis.

Los miembros proapoptdticos y antiapoptoticos de la familia bcl-2 actian como
un reodstato, regulando la muerte celular programada. El cociente entre los antagonistas
de la muerte (bcl-2, bel-X1) y sus promotores (bax, bcl-Xs, bad, bid) determina la forma
en que la célula responde a un estimulo apoptético. El control de este redstato radica, al
menos en parte, en la dimerizacién competitiva entre diversos miembros de la familia.
Asi, mientras los homodimeros bcl-2 favorecen la supervivencia celular (posiblemente
separando a la proteina formadora de canales bax de la membrana de las mitocondrias),
los homodimeros bax favorecen la apoptosis. La consecuencia es que los factores que
regulan la transcripcion de los miembros de la familia bcl-2 pueden influir en la

apoptosis (fig. 40).
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Figura 40. Genes reguladores de la apoptosis.

MECANISMO DEL PROCESO DE APOPTOSIS:

La apoptosis es el punto final de una cascada, dependiente de energia, de
acontecimientos moleculares iniciada por determinados estimulos y constituida por
cuatro componentes:

- Vias de senalizacion, que inician la apoptosis.

- Control e integracion, donde moléculas reguladoras intracelulares inhiben,
estimulan o favorecen la apoptosis y, por tanto, determinan la evolucion.

- Una fase de ejecucion comun, consistente en el programa de muerte real y que se
lleva a cabo principalmente por la familia caspasa de las proteasas.

- Eliminacién de las células muertas mediante fagocitosis.
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1. Vias de senalizacion

Los estimulos apoptoticos generan sefiales que, o bien son transmitidas a través
de la membrana plasmatica hasta moléculas reguladoras intracelulares, o bien se dirigen
de manera mas directa a ciertos objetivos presentes en el interior de la célula (fig. 41).

Las senales transmembrana pueden ser determinantes negativos o positivos de la
apoptosis. Por ejemplo, ciertas hormonas, factores de crecimiento y citocinas generan
cascadas de transformacion de sefal que suprimen programas de muerte preexistentes y
que son, por tanto, estimulos normales para la supervivencia. Por el contrario, la
ausencia de algunos de estos factores conduce al fracaso de la supresion de los
programas de muerte y, de esta manera, desencadena la apoptosis. Otros reguladores
positivos transmembrana de la apoptosis son las interacciones receptor-ligador en la
membrana plasmatica, que generan sefiales para la activacion de los programas de
muerte celular. Dos familias de receptores se han identificado con estas caracteristicas:
la proteina Fas y el factor de necrosis tumoral (TNF).

La proteina transmembrana Fas en su porcion intracelular enlaza con un factor
intermedio denominado FADD (factor associated death domain), nombre que soélo
sefnala que esta comprometido con la zona de la molécula Fas que participa en la muerte
celular, activando las caspasas -8 y -10. En cambio, si la parte interna de la molécula se
asocia a otro factor llamado DaXX, se activan protein-kinasas que conducen al efecto
contrario, es decir, estimulan el ciclo celular y la mitosis. Esta via Fas permanece
inactiva hasta que se produce en su parte externa el enlace con un cofactor llamado
ligando Fas, proteina que actia como detonador que enciende una via en que sélo las
caspasas estan inactivas y el resto de la cadena esta preparado para recibir el enlace
exterior. Esta caracteristica permite actuar con gran rapidez sin necesidad de sintetizar

otros factores.
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Algo similar sucede con el otro receptor de membrana TNF. Su porcion
intracelular conecta con complejos intermedios como el Tradd (TNF receptor
associated death domain) y Raidd (receptor associated interleukine death domain) que
activan caspasas "iniciadoras" de la apoptosis. Pero si se asocian a otro complejo
llamado Traf (TNF receptor associated factor) activan protein-kinasas y estimulan la
proliferacion celular, es decir, el efecto contrario.

Las sefiales intracelulares también pueden causar apoptosis. Como ejemplos
podemos citar los agentes fisicoquimicos, como el calor, la radiacion, radicales libres,

la hipoxia y las infecciones virales.
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Figura 41. Induccion de las diferentes vias de apoptosis. (Fuente: Silva A y Gutiérrez A).

2. Fase de control e integracion

Esta fase la llevan a cabo proteinas especificas que establecen la conexidn entre
las senales de muerte y el programa de ejecucion. Las proteinas implicadas en esta
regulacion tienen un significado clinico: al determinar la vida o la muerte de grupos
celulares implicados en procesos bioldgicos importantes (como la respuesta inmunitaria

o el cancer), pueden influir en la evolucion de las enfermedades.
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En términos generales, para esta fase existen dos amplios esquemas, que no

tienen un caracter mutuamente excluyente (fig. 42):

- uno de ellos implica la transmision directa de sefiales mediante proteinas adaptadoras
especificas para el mecanismo de ejecucion, como ocurre con el modelo de ligador
Fas-Fas y para la destruccion de células efectoras por linfocitos T citotoxicos.

- el segundo esquema se refiere a los miembros de la familia bcl-2 de proteinas, que

desempefian principalmente una funcién mitocondrial reguladora.
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Figura 42. Vias de induccion de la apoptosis. (La via mitocondrial puede conectarse también con la via
extrinseca, ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la proteina
Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacion de la caspasa-9). (Fuente:
oncorred.blogspot.com)
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Los agonistas de la muerte pueden generar seflales que afectan a las

mitocondrias de dos maneras:

- las senales apoptdticas dan lugar a transiciones de permeabilidad mitocondrial. La
formacioén de poros en la membrana mitocondrial interna causa la reduccion del

potencial de membrana con tumefaccion o hinchazén mitocondrial.

- las sefiales también producen un aumento de la permeabilidad de las membranas
mitocondriales externas, con liberacion de un estimulador de la apoptosis, el
citocromo ¢, desde las mitocondrias al citosol. El citocromo ¢ se localiza entre las
membranas mitocondriales interna y externa, y constituye un componente integral,
pero soluble, de la via respiratoria. La liberacion de citocromo ¢ antecede a los
cambios morfoldgicos de apoptosis, lo que demuestra que representa una funcion
reguladora de inicio precoz. En muchos modelos de apoptosis, parece que un paso
esencial en la cadena de acontecimientos es la liberacion de citocromo c¢ de las
mitocondrias. Se cree que una de las funciones del citocromo ¢ liberado consiste en

ayudar a la activacion de la enzima proteolitica caspasa 9.

Diversas proteinas regulan estos procesos de permeabilidad mitocondrial, pero
las mas importantes son los miembros de la familia bcl-2, que estdn implicados de
forma importante en la carcinogénesis. Bcl-2 se localiza en la membrana mitocondrial
externa, el reticulo endoplasmico y la cubierta nuclear. Su funcion estd regulada por
otros miembros de la familia. La forma precisa en que los miembros de la familia bel-2

influyen en la activacion de las caspasas es objeto de continua investigacion.
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Bcl-2 suprime la apoptosis de dos maneras:

Por accion directa sobre las mitocondrias para impedir el aumento de la
permeabilidad, y con efectos mediados por interacciones con otras proteinas. En
efecto, se supone que la permeabilidad mitocondrial esta determinada por el cociente
entre miembros proapoptéticos y antiapoptéticos de la familia bel-2 en la membrana.
Hay ciertos datos que indican que Bax forma un canal en la membrana mitocondrial
para permitir la salida del citocromo (y, por tanto, la apoptosis), mientras que bcl-2

bloquea la actividad formadora de canales de bax.

En ciertas células, bcl-2 también puede suprimir la apoptosis actuando como
proteina de atraque, fijando proteinas del citosol y secuestrandolas en la membrana
mitocondrial. La fijacién de proteinas puede regular la funcion del propio bcl-2 o
dirigir la proteina “atracada” para su interaccion con otras proteinas. Entre estas
proteinas fijadas por bcl-2, destaca el factor activador de proteasa proapoptdtico
(Apaf-1). Esta proteina también se asocia con formas inactivas de cimégeno de
ciertas caspasas iniciadoras por ejemplo la caspasa 9. Se ha especulado con la
posibilidad de que cuando el citocromo c es liberado de la mitocondria por sefiales de
muerte celular, se une al Apaf-1 y lo activa, estimulando la caspasa iniciadora y
poniendo en marcha los acontecimientos proteoliticos que destruyen la célula. En este
escenario, la fijacién que lleva a cabo bcl-2 tiene un caracter de proteccion debido a
que secuestra el Apaf-1 e inhibe su funcion catalitica activadora de la caspasa, incluso

aunque el citocromo ¢ haya salido de la mitocondria (fig. 43).
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Figura 43. Via intrinseca apoptosis. Mecanismo de actuacion de bcl-2.
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Los dos escenarios de las acciones antiapoptoticas de bcl-2, es decir, la
inhibicion directa de la liberacion del citocromo ¢ y la inhibicidn de la activacion de la
caspasa inducida por Apaf-1 a pesar de la liberacion del citocromo c, no son
mutuamente excluyentes.

Por ultimo, aunque la familia de los genes bcl-2 desempefia un papel importante
en la regulacion de la apoptosis, existen al menos otros dos genes asociados al cancer
intimamente relacionados con dicho fenémeno: el ya mencionado gen p53 y el
protooncogén c-myc. El mecanismo molecular de la muerte celular inducida por estos
dos genes establece intersecciones con las vias de accion de bel-2. La activacion de p53
provoca un aumento de la sintesis de bax, contrarrestando asi la accion antiapoptotica
de bcl-2. Por su parte, c-myc induce la apoptosis cuando las células se encuentran bajo
el control de la activacion de c-myc, pero en una situacion en la que la disponibilidad

de factores de crecimiento existentes en el medio es limitada. Al enfrentarse a estas
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sefiales contradictorias, p53 y otras sefiales atin no definidas claramente, programan a
las células para que mueran. La sobreexpresion de bcl-2 puede rescatar a las células de
la apoptosis iniciada por c-myc. Por tanto, parece que c-myc y bcl-2 colaboran en la
tumorigénesis: c-myc desencadena la proliferacion, mientras que bel-2 evita la muerte

celular, incluso en situaciones de limitacion de factores de crecimiento.

3. Fase de ejecucion

Esta fase de la apoptosis representa la via final (una cascada proteolitica) hacia
la que convergen multiples sefiales heterogéneas y mecanismos reguladores. Las
proteasas que inician y median en la fase de ejecucion pertenecen a la familia caspasa
(cisteinil-aspartato proteasas). Se han descrito 11 caspasas en células humanas, que se
puede dividir funcionalmente en dos grupos basicos, iniciador y de ejecucion del
proceso catalitico. Al igual que muchas proteasas, las caspasas existen como cimdgenos
y deben sufrir una fragmentacion de activacion para que se inicie la apoptosis lo cual se
realiza por diversas vias en las que participan varios complejos moleculares. Después
de que se estimula una caspasa iniciadora, se pone en marcha el programa de muerte
enzimatica a través de una activacion rapida y secuencial, actiian sobre endonucleasas

que son las responsables directas de la fragmentacion del ADN.

4. Eliminacion de las células muertas

Las células apoptdticas y sus fragmentos presentan moléculas marcador en su
superficie, lo que facilita su reconocimiento precoz por células adyacentes o fagocitos

de manera que pueden ser fagocitadas y eliminadas.
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CANCER DE CERVIX Y BCL 2

Considerando que la infeccion por el VPH es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de la neoplasia cervical, muchas investigaciones han evaluado el impacto de
esta infeccion viral en los eventos involucrados en la regulacion del ciclo celular, como
la apoptosis, para obtener un mejor entendimiento de la carcinogénesis cervical
asociada al VPH oncogénico®™.

Los papilomavirus humanos oncogénicos podrian modular el proceso de
apoptosis y de las proteinas reguladoras apoptoticas por medio de la interaccion directa
de la oncoproteina viral E6-VPH alto riesgo con la p53, prolongando la expresion de
bcl-2 y reduciendo la elevacion de Bax®>%’, Pero, ademas, E6 interactia con otras
proteinas involucradas en la apoptosis como Bak, el receptor del factor de necrosis

tumoral, Fas y FasL y proteinas reparadoras del ADN (fig. 44)”.

E6

Apoptosis
p53

Figura 44. Modulacion de la apoptosis por la oncoproteina E6 del VPH. (Fuente: Li, et al*®).
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En varios tumores humanos, como los de origen mamario, colorectal, ovarico y
en linfomas, se ha observado una asociacion inversa entre los niveles de expresion de
p53 y bel-2. Sin embargo, en el caso del cancer de cuello uterino existen controversias
en los hallazgos encontrados al comparar la inmunodeteccion de estos biomarcadores’'.
Se ha observado segun estudios, expresion incrementada tanto de p53 como de bcl-2,
pero también se han obtenido resultados opuestos en la expresion elevada de p53 y
bel-2 disminuida™”.

La inmunoreactividad elevada de bcl-2 se ha observado en mas del 60% de las
neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado y también puede verse esta
positividad, aunque con menor intensidad, en células malignas bajo condiciones de p53
inactiva’. Esta caracteristica le confiere a dichas células una ventaja selectiva para la
supervivencia y, a su vez, favorece el proceso de transformacién maligna asociado a la
presencia de VPH alto riesgo’. Por ello, podria atribuirse a bcl-2 un caracter de
marcador de evolucién o progresion’. Ademas, también podria ser considerado un
marcador molecular para predecir el pronostico de la enfermedad, por lo que seria de
gran utilidad clinica”™ .

En lesiones cervicales in situ e invasoras de origen glandular también se
observa expresion elevada de bel-2, como lo demuestran diversos estudios’”.

En resumen, el patron de expresion de bel-2 en lesiones del cuello uterino es
variable. Aunque en la literatura predomina el hecho de que las neoplasias
intraepiteliales escamosas muestran una positividad para bcl-2 que se va incrementando
a medida que la lesion aumenta en severidad, tanto aquellas de origen glandular como
escamoso, para los casos de cancer cervical la variabilidad de patrones de expresion es

mas acentuada. Por esto, se precisan mas estudios para aclarar su utilidad clinica en

cuanto a marcador de evolucion y de prondstico.
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2.5 PROLIFERACION CELULAR

La proporcion de células tumorales que se encuentra en el conjunto de
proliferacion se denomina fraccion de crecimiento; en la fase inicial del crecimiento
tumoral, la inmensa mayoria de las células transformadas forman parte de la fraccion de
crecimiento. A medida que el tumor va creciendo, las células malignas se mudan a la
fase GO/G1.

Por lo tanto, el crecimiento tumoral es intenso en fases iniciales o subclinicas,
para luego disminuir de manera tal que cuando se hace clinicamente detectable, la
fraccion de crecimiento puede estar bastante reducida.

La fraccion de crecimiento tumoral es un factor que influye en el
comportamiento de la neoplasia, por lo que la medicion de este parametro
proporcionaria al clinico informacién de prondstico y también sobre la respuesta
tumoral ante la instauracion de cualquier terapia.

La actividad proliferativa de un tumor se mide a través de la expresion
inmunohistoquimica de diferentes antigenos, que solo se expresan en células que se
encuentren en fase proliferativa. Entre los antigenos que se han evaluado ampliamente
en las neoplasias tenemos a Ki-67 y PCNA.

El antigeno Ki-67, es una proteina nuclear implicada en la regulacion de la
proliferacion celular, se expresa exclusivamente en el nucleo de las células que se
encuentran en fase de proliferacion (G1, S, G2 y M) del ciclo celular y no se detecta en
aquellas en fase GO, en reposo, o en fase G1 inicial. La utilizaciéon del anticuerpo
monoclonal MIB-1 contra Ki-67 es considerada un medio sencillo, reproducible y
confiable para evaluar en muestras de tejido, la fraccion de crecimiento de las

neoplasias malignas con relativa exactitud.
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PROLIFERACION CELULAR EN EL CANCER DE CERVIX

Las determinaciones de la proliferacion celular y las anormalidades en el
contenido nuclear del ADN se han evaluado en lesiones precursoras y en tumores
malignos del cuello uterino asociados a la infeccion por el VPH, como un marcador

adjunto de diagndstico y prondstico’™”.

La evaluacion inmunohistoquimica del antigeno Ki-67/MIB-1'%

se utiliza para
predecir la progresion de las neoplasias intraepiteliales del cuello uterino hacia el
carcinoma in situ y también, en el caso de cancer cervical, para determinar el grado de
agresividad tumoral y metastasis, demostrando tener en este Ultimo aspecto un valor
prondstico'".

La actividad proliferativa se expande por todo el espesor del epitelio displésico,
observandose mayor intensidad a medida que la lesion aumenta en severidad. Por el
contrario en el epitelio cervical normal los indices proliferativos elevados se ubican a
nivel del estrato profundo y parabasal, mientras que las capas superiores e intermedias
no muestran reactividad.

Por otra parte, la interaccion de las oncoproteinas virales de los VPH de alto
riesgo con las proteinas reguladoras del ciclo celular pS3 y pRb que ocurre en la
neoplasia cervical invasora, puede verse reflejada entre otras, mediante la expresion
anormal de Ki-67. También se ha estudiado la proteina pl6 que es un inhibidor de las
ciclinas que participa en el “check point” G1 del ciclo celular, junto con la pRb y la
ciclina D1. La pl6 se encuentra sobreexpresada en las lesiones cervicales asociadas a
cepas de alto riesgo del VPH. Con frecuencia coinciden la sobre-expresion de pl6 y la
expresion de Ki67 hasta en los estratos superiores del epitelio, descrito en lesiones

intraepiteliales de alto grado'*.
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Por lo tanto, en la evolucion de la patologia del cuello uterino, Ki-67 es
considerado un marcador de proliferacion celular que debe evaluarse en conjunto con
otros biomarcadores especificos que permitan revelar la existencia de alteraciones en el
ciclo celular de la neoplasia cervical, incluyendo el estatus de la infeccion por VPH,
con la finalidad no sélo de acertar en cuanto a pronostico de la lesion, sino también para
determinar su utilidad en la pesquisa de cancer de cuello uterino y sus lesiones

precursoras.
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3. VACUNACION PROFILACTICA

Las vacunas profilacticas frente al VPH han mostrado un impacto significativo
en la prevencion del cancer de cérvix.
Las vacunas profilacticas utilizan como inmundgenos los antigenos de la

capside, ya que son accesibles a la respuesta clasica de anticuerpos neutralizantes

103

(respuesta humoral) . Mediante ingenieria genética y sistemas de recombinacion,

utilizando células eucariotas a las que se les ha insertado un fragmento de ADN, se
sintetizan proteinas del antigeno mayor de la capside L1 que poseen la capacidad

intrinseca de autoensamblaje formandose particulas semejantes a virus o pseudoviricas

104,105

denominadas VLP (virus like particles) . Las VLP estan desprovistas de ADN, por

lo que carecen de capacidad infectiva, pero son antigénicamente semejantes a los

viriones e inducen una potente respuesta humoral, con produccion de anticuerpos

neutralizantes (fig. 45)'%% %",

Vacunacion con

VPH L1 VLPs

o Pldsmido o virus
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“ . N
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&
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Figura 45. Sintesis de la vacuna profilactica frente a VPH e induccion de inmunidad. (Fuente: Berzosky

JA, et al'”).
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Existen dos modelos de vacuna VPH-VLP L1 que se han desarrollado
comercialmente y se han evaluado en ensayos clinicos:

- Vacuna VPH-16/18 o bivalente (Cervarix®) desarrollada por
GlaxoSmithKline. Dicha vacuna contiene VLPs no infecciosos producidos por la
tecnologia del ADN recombinante mediante la utilizacion de un sistema de expresion
en Baculovirus, combinado con un compuesto de aluminio mas lipido A
monofosforilado (AS04), que permite proteccion e induccion de altos y prolongados
titulos de anticuerpos, ademas de un aumento de la inmunidad mediada por células. Se
administra via i.m 0.5 ml, en 3 dosisalos 0, 1 y 6 meses' %1%

- Vacuna VPH-6/11/16/18 o tetravalente (Gardasil®) desarrollada por Merck.
Se trata de una vacuna recombinante no infecciosa preparada a partir de particulas
similares al virus (VLPs) altamente purificadas de la proteina mayor de la cépside L1,
expresada en células de levadura y adyuvada con hidroxifosfato sulfato de aluminio
amorfo. Se administra intramuscular en tres dosis a los 0, 2 y 6 meses''".

Las vacunas frente al VPH han demostrado una elevada inmunogenicidad con
titulos de anticuerpos 40-100 veces superiores a los inducidos por la infeccion natural

111

tras la tercera dosis . El 98.8% de las mujeres vacunadas con Cervarix® siguen siendo

seropositivas frente al VPH 16 y 18 (con titulos entre 11-13 veces superiores, que tras

112,113
**°. En las vacunadas con

infeccion natural) después de mas de 7 afios de seguimiento
Gardasil®, el titulo de anticuerpos para el VPH 16 se mantiene por encima de la
inmunidad natural en el 98% de las mujeres a los 60 meses, pero sélo el 60% son
seropositivas a partir de los 44 meses para el VPH 18. Hasta el momento la caida de
anticuerpos no se ha asociado a disminucion de la eficacia''*'".

La eficacia de las vacunas frente al VPH radica en la induccion de elevados

titulos de anticuerpos neutralizantes en plasma que alcanzan las mucosas por
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trasudacion/exudacion, y bloquean a los VPH impidiendo la infeccion de las células
nucleadas de la membrana basal''°.

La proteccion cruzada de las vacunas frente a otros genotipos de VPH no
incluidos en su composicion se fundamenta en la relacion filogenética que existe entre
los distintos tipos de VPH. Las dos vacunas disponibles han demostrado cierto grado de
proteccion cruzada, si bien los resultados en cuanto a la eficacia preventiva conferida
por cada una de ellas es distinta.

Los efectos adversos mas frecuentes consisten en reacciones locales y urticarias,
pero se han documentado casos no esperados de sincopes y eventos tromboembdlicos
agudos.

Ensayos clinicos con estos dos prototipos de vacunas profilacticas han
demostrado su eficacia en la prevencion de infecciones cervicales incidentes,
transitorias y persistentes causadas por los VPH 16 y 18 asi como para las alteraciones

118 .
U8 1 4 reciente

citologicas y las lesiones cervicales asociadas a dichos virus
introduccion de vacunas profilacticas contra el VPH permitira en los proximos afios una
notable reduccién del cancer de cérvix y de la patologia relacionada con el VPH entre

e 119,120
la poblacion vacunada™ .
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II. PLANTEAMIENTO DEL TEMA



Uno de los agentes etioldgicos involucrados en el cancer de cérvix es el virus
del papiloma humano (VPH). Distintas lineas de investigacion sugieren que en la
patogénesis del cancer del cuello uterino, la infeccion por VPH de alto riesgo
condiciona la pérdida de algunas vias de regulacion celular. Los genes E6 y E7 del
VPH no s6lo pueden ser importantes en el inicio del proceso de transformacion, sino
que parece que pueden desempefiar también un papel importante en el mantenimiento
de la proliferacion y del fenotipo maligno.

Ademas de la deteccion y tipificacion del ADN-VPH, en la actualidad se estan
validando una serie de biomarcadores tumorales que permitan identificar aquellas
pacientes con infeccion por VPH y cuya presencia provoque alteraciones celulares que
evolucionen a un cancer. Dichos biomarcadores son de interés cuando se usan en
muestras citologicas obtenidas en el proceso de cribado de lesiones cervicales, como
posibles marcadores de diagnostico y de pronodstico. Concretamente, en la préctica
clinica, se ha puesto en marcha la deteccion conjunta de las proteinas p16 y Ki-67 en
muestras citologicas. Se trata de un biomarcador disefiado para la deteccion precoz de
lesiones de alto grado, que proporciona un criterio mas objetivo para identificar las
mujeres que tienen mas probabilidades de padecer una lesion de alto grado.

Hoy dia nos encontramos que, a pesar de las campaifias de screening y el éxito
de las mismas, el problema del cancer de cérvix aun no esté resuelto. Siguiendo con las
lineas de investigacion comentadas previamente hemos planteado nuestro estudio con
la intencion de aportar mas datos que ayuden al conocimiento y manejo del cancer

invasor de cérvix.

91



La progresion del cancer de cérvix va a determinar el prondstico de la paciente,
por lo que el fin de nuestro estudio es intentar encontrar los puntos clave de la
progresion neopldsica, buscar biomarcadores cada vez mas especificos, y asi poder
predecir la evolucion de la enfermedad, realizar un seguimiento mas individualizado de

cada paciente y buscar nuevos tratamientos mas efectivos.

Para llevar a cabo el proyecto, en una serie de 78 casos de cancer de cérvix

hemos realizado:

1°) Estudio de la inmunoexpresion de los marcadores del ciclo celular,
concretamente de la ciclina D1, del marcador de proliferacion celular Ki-67, y
marcadores de la via de la apoptosis, como el bcl-2, con el objetivo de investigar si
estos agentes moleculares permiten predecir la evolucion y progresion de la

enfermedad.

2°) Correlacionar la inmunoexpresion de estos marcadores con el tipo histolégico,
el grado de diferenciacion y el estadio del tumor, y valorar si nos aportan
informacion complementaria sobre aquellos tumores mas agresivos, con peor

prondstico y menor supervivencia.
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III. MATERIAL Y METODOS



1. MUESTRA DE PACIENTES Y MARCO DEL ESTUDIO

El estudio realizado es retrospectivo de una cohorte de pacientes diagnosticadas
de cancer invasor de cérvix.

La poblacion objetivo del estudio estd compuesta por pacientes diagnosticadas
de cancer invasor de cérvix durante los afios 2004-2006 en la Seccion de Oncologia de
la Unidad de Gestion Clinica (UGC) de Obstetricia y Ginecologia del Hospital

Materno Infantil (HMI), Carlos Haya de Malaga.

. Criterios inclusion: utilizando los archivos existentes se obtuvo el listado de
casos de cancer cervical durante los afios mencionados y se seleccionaron los bloques
de parafina con el tejido neoplasico incluido, asi como las correspondientes
preparaciones histologicas tefiiddas con hematoxilina eosina, que en su momento,
sirvieron para emitir el diagndstico definitivo. Se seleccionaron los bloques mas
representativos de cada caso de carcinoma invasor de cérvix para llevar a cabo el
estudio tanto de ciclina D1, bcl-2, Ki-67, asi como la identificacion y genotipado de
VPH.

. Criterios exclusion: fueron excluidos 21 casos bien porque no se encontrd el
bloque de parafina correspondiente debido a que fueron biopsias extraclinicas (16
casos) o bien porque la pieza se obtuvo tras radioterapia por lo que no habia hallazgo de

tumor en el estudio histopatologico (5 casos).

Desde el ano 2004 al 2006 se diagnosticaron 99 casos de cancer de cérvix en la

UGC de Obstetricia y Ginecologia del HMI de Malaga. En términos de viabilidad de la

muestra nos quedamos con 78 casos de cancer de cérvix.
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2. DIAGNOSTICO

El diagnostico del cancer de cérvix se realizo a través de una serie de pasos, ya
comentados previamente. Primero mediante la anamnesis se identifico a aquellas
pacientes de riesgo, y se valord los datos clinicos. Luego se pas6 a la exploracion,
visualizando el cérvix mediante espéculo ya que en ocasiones se puede comprobar la
existencia de una masa exofitica, friable, sangrante al contacto o un cuello deformado
en tonel (barril) o una zona ulcerada como un auténtico crater. También se realizé un
tacto bimanual para valorar el tamafio y caracteristicas del cérvix y Utero y un tacto
rectal para valorar la invasion parametrial. Luego se realizaron las pruebas
complementarias oportunas y por ultimo el estudio anatomo-patoloégico como prueba

diagnostica fundamental y definitiva, que se realizé mediante:

- Biopsia en sacabocados de la lesion. Es el método mas usual, bien por visualizacion
directa o bien guiado por las imagenes colposcdpicas.
- Legrado del canal endocervical para los localizados en este conducto.

- Conizacion diagnostica.

Por ultimo se realizaron otras exploraciones dirigidas mas hacia un diagndstico
de extension loco-regional y a distancia, donde se incluyeron: analitica de sangre y
orina, exploracion del aparato urinario y digestivo, TAC, RMN, gammagrafia dsea y
Rx de torax.

En este apartado lo que queremos resaltar es a través de que técnicas utilizadas

en estas pacientes se llegd al diagndstico anatomo-patologico (tabla 4).
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Tabla N° 4. Método diagnostico del cancer invasor de cérvix en nuestra serie de casos.

DIAGNOSTICO N° CASOS %
LEGRADO 5 6,4%
CONIZACION 8 10,3%
COLPOSCOPIA + BIOPSIA 7 9,0%
EBA + BIOPSIA 42 53,8%
LESION MACROSCOPICA + BIOPSIA 10 12,8%
AP POLIPO/HISTERECTOMIA 5 6,4%
DESCONOCIDO 1 1,3%
TOTAL 78 100,0%

(EBA: exploracion bajo anestesia, AP: anatomia patologica)

La técnica mas frecuentemente empleada, que se realizo en 42 de los casos ante
la sospecha diagnoéstica, fue la exploracion bajo anestesia y toma de biopsia. En
segundo lugar en 10 de los casos de nuestro estudio al realizar la exploracion clinica se
observo la lesion cervical macroscdpica por lo que se tomd la respectiva biopsia. Le
sigue en tercer lugar 8 casos en los que se realizO una conizacién tras informe
citolégico patoldgico, con su respectiva biopsia, y en el estudio histopatoldgico del
cono obtenido vino informado de carcinoma invasor de cérvix. En 7 casos el estudio se
realizd mediante colposcopia y toma de biopsia, suele ser en aquellos casos en los que
la citologia ha sido informada como patolégica. En 5 de los casos que debutaron con
metrorragia se realizo un legrado a través del cudl se llegé al diagnostico. Y por tltimo
5 de los casos se diagnosticaron tras estudio anatomo-patologico de la pieza quirurgica
tras intervencion por patologia benigna, 2 tras realizar una histerectomia total y 3

polipectomias.
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3. DATOS CLINICO-PATOLOGICOS

De las historias clinicas se evaluaron y se recogieron en una base de datos las

siguientes variables:

- Edad paciente (afios)

- Antecedentes gineco-obstétricos: menarquia (edad), menopausia (edad), paridad
(nimero de hijos)

- Motivo de consulta a través del cual se diagnostico el cancer de cérvix (1 metrorragia
posmenopausica, 2 hallazgo citologico, 3 sintomas, 4 diagndstico extraclinico, 5
hallazgo histologico pieza quirrgica)

- Diagnostico (técnicas empleadas: 1 legrado, 2 conizacion, 3 colposcopia y biopsia, 4
EBA vy biopsia, 5 lesion macroscopica, 6 estudio pieza quirargica)

- Tipo histopatologico (1 escamoso, 2 adenocarcinoma, 3 adenoide quistico, 4
adenoescamoso)

- Grado de diferenciacion histopatologica (1 bien diferenciado, 2 moderadamente
diferenciado, 3 pobremente diferenciado)

- Afectacion ganglionar (1 si, 2 no)

- Estadio del tumor (1, 1A, 1B, 11, 1IA, 1IB, 111, I1IA, IIIB, IV, IVA, IVB)

- Tratamiento realizado (1 RT adyuvante, 2 Cirugia radical mas RT+QT, 3 Cirugia
radical méas RT, 4 Cirugia radical, 5 RT+QT adyuvante, 6 RT+QT, 7 RT, 8
histerectomia seguida RT)

- Supervivencia: el calculo de la supervivencia se ha realizado desde el momento de la

confirmacion diagnostica (fecha diagndstico) hasta el 31 Diciembre del 2012, momento
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en el que se reviso el estado actual de las pacientes (1 fallecida, 2 viva sin recidiva, 3

recidiva, 4 perdida seguimiento).

El resto de variables que se han evaluado, han sido resultado del estudio
biomolecular realizado para la detecciéon del VPH, y de los estudios de expresion
inmunohistoquimica de los diferentes marcadores moleculares. Estos estudios se han
realizado en el Departamento de Histologia y Anatomia Patologica de la Facultad de

Medicina, y las variables son:

- VPH (1 positivo o 2 negativo)
- Genotipo VPH (numérica)
- Biomarcadores:
o Ciclina D1: (1 Positivo, 2 Negativo)
o Patron expresion ciclina D1: 1 nucleo, 2 citoplasma, 3 ntcleo mas citoplasma, 4
negativo.
o Ki-67: Porcentaje proliferacion celular

o Bcl-2: 1 negativo, 2 positivo
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4. ESTUDIO BIOMOLECULAR PARA DETECCION DEL ADN DEL VPH

POR PCR

El VPH es uno de los principales agentes patégenos asociados con el desarrollo
de cancer de cuello de utero. Hasta el momento se han identificado al menos 20 isotipos
oncogénicos de VPH en el 95% de los tumores cervicales preinvasivos e invasivos.

Clinicamente la deteccion del virus VPH es importante para identificar a
pacientes que pueden tener alto riesgo para desarrollar neoplasia cervical. El Kit para
identificacion y genotipado del VPH que hemos utilizado proporciona un método
rapido para la deteccion de 21 isotipos de VPH, que representan el 95% de las
infecciones por VPH en cérvix. Dentro de estos 21 tipos se incluyen cinco tipos de bajo
riesgo (6, 11, 42, 43, 44), catorce tipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,

56, 58, 59, 66, 68) y dos tipos de riesgo intermedio (53 y CP8304).

= Procedimiento

El proceso se realiz6 manualmente siguiendo el protocolo que se describe a
continuacion:
A) Extraccion de ADN (aislamiento del ADN de las muestras). El protocolo de
extraccion de ADN se realiz6 a partir de tejidos incluidos en parafina (1-4 secciones de
tejido de 10 um de grosor).
B) Amplificacion por PCR. En la mezcla de amplificacion se incluyeron todos los
reactivos necesarios para la amplificacion de un fragmento especifico del genoma del
VPH, asi como un fragmento de ADN gendémico conocido que se utiliz6 como control

interno (se amplificé el gen de la p53), para comprobar que el procesamiento de la
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muestra habia sido correcto y que el ADN era de calidad 6ptima. Los productos de PCR
que se obtuvieron estaban marcados con biotina.

Control de calidad para PCR: Es importante incluir un control positivo y
negativo de VPH en cada ensayo de PCR. El control positivo es necesario para
demostrar la eficacia y especificidad de la PCR, mientras que el control negativo puede
indicar si los reactivos para la PCR estan contaminados. Como control negativo se
utiliz6 una muestra donde se incluyeron todos los reactivos excepto el material
gendmico.

C) Hibridacion

D) Interpretacion de resultados. Se hizo utilizando un diagrama en el que se ilustra la
localizacion de las 21 sondas especificas para cada tipo VPH en la membrana
HybriMem VPH21. En la esquina superior izquierda se coloco biotina como control del
proceso de hibridacion, en el cuadrado inferior contiguo a éste, esta la sonda para el

control interno de ADN.

La determinacion del VPH tras realizarlo en el estudio de investigacion
preliminar (34 casos), los datos obtenidos fueron acordes a lo publicado en la literatura,
en el 97.1% de los casos el VPH fue positivo, y el genotipo mas frecuente el VPH 16,
por lo que asumimos para nuestra serie de cancer de cérvix estos datos y no

continuamos con el estudio en el resto de casos.
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Resumen del procedimiento:

A) EXTRACCION DE ADN

v

B) AMPLIFICACION POR
PCR

v

C) HIBRIDACION

Desnaturalizar el producto de PCR
(5 min. 95°C)

¢ Enfriar en hielo > 2 min

Pre-hibridacion
(2 min, 45°C)

v

Hibridacion
(5 min, 45°C)

$ Lavar 3 veces con sol. hibridacion

Bloqueo
(5 min, 25°C)

v

Enzima conjugada
(3 min, 25°C)

$ Lavar 4 veces con sol. A

Revelado con NBT-BCIP
(3-5 min, 36°C)

¢ Lavar 3 veces con sol. B

D) INTERPRETACION DE RESULTADOS
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5. ESTUDIO DE EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE CICLINA D1,

BCL-2 Y KI-67

La valoraciéon inmunohistoquimica de los marcadores moleculares se realizo por

dos observadores y en caso de duda un tercero.

Se realizaron cortes consecutivos, de 4-5 micras, en portas silanizados capilares
y cada una de las preparaciones fue sometida al protocolo de tincion
inmunohistoquimica que se describe a continuacion, empleando, para visualizacion de
la reaccién antigeno-anticuerpo, el sistema de polimeros de MasVision (Master

Diagnostica).

. Tincidon inmunohistoquimica:

1)  Desparafinar con xilol e hidratacion en alcoholes decrecientes hasta agua destilada

2)  Recuperacion antigénica en olla a presion ultrarrapida, utilizando como solucion
recuperadora de antigenos tampon citrato a pH=6

3)  Aclarar las preparaciones con agua destilada

4)  Lavar con PBS

5)  Colocar los portas, con sus controles correspondientes, en el equipo, donde se
llevara a cabo de manera programada el proceso de tincion inmunohistoquimica

6) Lavar con agua destilada

7)  Deshidratacion en alcoholes crecientes, xilol y montaje
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Protocolo de inmunotincion:

Paso programado Tiempo (minutos)
Lavado buffer (PBS) 3.00
Anticuerpo primario 25.00
PBS 4.00
Anticuerpo secundario 25.00
PBS 2.00
Solucidén peroxidasa bloqueante 7.00
PBS 2.45
Estreptavidina-peroxidasa 25.00
PBS 4.00
Cromodgeno (DAB) 5.00
PBS 2.15
Cromodgeno (DAB) 5.00
PBS 2.15
Cromogeno (DAB ) 5.00
PBS 1.50
Hematoxilina 1.00
PBS 4.50
Lavado (H20) 1.30

Para el estudio inmunohistoquimico se utilizaron los siguientes anticuerpos:

- Ciclina D1: anticuerpo monoclonal obtenido en conejo, clon SP4, isotipo Ig G

de conejo, prediluido listo para uso. (Master Diagnostica).

- Bcl-2: anticuerpo monoclonal obtenido en ratén, clon 100/DS5, isotipo

IgG1/kappa, prediluido listo para uso. (Master Diagndstica).

- Ki-67: anticuerpo monoclonal obtenido en conejo, clon SP6, contra el antigeno
Ki-67, que reconoce epitopos de proteinas entre 345 y 395 Kda, que se expresan
en el nuicleo de las células en proliferacion. Prediluido listo para uso. (Master

Diagnostica).
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= Analisis cuantitativo de la inmunotincion:

La cuantificacion de la inmunotincidén de ciclina D1 se valor6 tanto en nucleo
como citoplasma. Se considero positivo > 5% células reactivas.

En cuanto a la cuantificacion de la inmunotinciéon de bcl-2 se valoré como
positivo (> 5% células reactivas) o negativo (< 5% células reactivas).

Respecto a Ki-67 se cuantificd el nimero de nucleos tumorales positivos en
relacion al total de nucleos tumorales de cada campo seleccionado, y la cantidad de
inmunotincion positiva detectada en esos nucleos. De esta manera se obtuvo el

porcentaje de nlicleos tumorales inmunorreactivos.
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Figura 47. Carcinoma escamoso infiltrante. Bel-2 40x ''.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

La informacidon se procesdé mediante el programa informdtico para bases de
datos Microsoft Excel y se analiz6 mediante el programa estadistico Statical Package
for the Social Science (SPSS, version 19) para Windows.

La valoracion estadistica de los resultados se ha realizado mediante pruebas

estadisticas descriptivas y analiticas o inferenciales.

6.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO

Su objetivo es obtener una descripcion general de la distribucion de las distintas
variables en nuestra muestra.
El resumen de la informacion de las variables tratadas se presenta:
= Estudio de las variables cualitativas: mediante porcentajes o mediante
distribucion de frecuencias.
= Estudio de las variables cuantitativas: determinacion de medias o

determinacion de la desviacion estandar.

6.2 ESTUDIO ANALITICO O INFERENCIAL

Para contrastar las posibles asociaciones entre dos o mas variables y la
intensidad de esa asociacion.
. Cuando se comparan dos variables de grupos independientes que siguen una

distribucion normal, se emplea el test t-Student. En caso de no cumplirse la
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normalidad, se ha llevado a cabo el contraste de hipotesis mediante el test no
paramétrico de Mann-Whitney.

. En el caso de comparar mas de dos grupos de una variable cuantitativa se ha
hecho el Analisis de la Varianza (ANOVA), cuando la variable ha seguido una
distribucion normal. En el caso de no cumplirse la normalidad y/o
homocedasticidad (igualdad de la varianza), se ha utilizado el test no
paramétrico Kruskall-Wallis.

. En el caso de la relacién entre dos variables cualitativas, se ha utilizado las
tablas de contingencia para su descripcion y el test Chi-Cuadrado como test de

independencia/homogeneidad.

En todos los casos se ha considerado la existencia de significacion estadistica a

aquella con p < 0.05, y el intervalo de confianza se establecid en el 95%.

6.3 ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA

En todos los pacientes se estudid, mediante curvas de Kaplan y Meier, la
supervivencia global considerando el tiempo en meses desde el diagndstico hasta la
muerte del paciente y el tiempo hasta la primera recidiva y/o progresion. Estos tiempos
se relacionaron con variables clinico-terapéuticas y tumorales seleccionadas y las curvas
resultantes se compararon mediante los test de Long Rank y Wilcoxon con el objeto de

conocer las diferencias significativas.
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7. ASPECTOS ETICOS Y PROTECCION DE DATOS

El estudio se adaptd estrictamente a las leyes de proteccion de datos y de
proteccion de los derechos de los pacientes. No se hizo referencia alguna a sus nombres
ni se les identificod en ninglin informe o publicacion.

Los datos personales se desvincularon permanentemente de los datos clinicos
con el fin de proteger la identidad de las participantes (método de “anomizacion” de

datos).
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IV. RESULTADOS



1. ESTUDIO DESCRIPTIVO: DATOS CLINICO-PATOLOGICOS

En primer lugar presentaremos los resultados del andlisis estadistico de algunos
parametros clinicopatologicos generales de nuestra serie de casos, seguido de los
hallazgos correspondientes a la determinacion biomolecular de VPH y a la expresion
inmunohistoquimica de los marcadores estudiados, ciclina D1, bcl-2 y Ki-67 en el

cancer invasor de cérvix.

- EDAD

El rango de edad de las pacientes diagnosticadas de cancer invasor de cérvix fue
de 35 a 84 afios, con una media de edad de 52.17 afios.
En el siguiente grafico observamos como se distribuyen los casos de cancer de

cérvix por intervalos de edad (fig. 49).

35
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35-45 afos 46- 55 afios 56- 65 afos > 65 afos

Figura 49: Distribucion de los casos de cancer invasor de cérvix por grupos de edad (afios). N=78

Observamos como en nuestra serie la incidencia mayor de céncer invasor de
cérvix lo tenemos en el grupo de pacientes con una edad comprendida entre los 35-45

afios, con 29 casos, seguido del grupo de pacientes con edades comprendidas entre los
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46 y 55 afios, donde tenemos 22 casos y como luego el nimero de casos disminuye a
partir de los 56 afios.

Por lo tanto, la mayor proporcion de pacientes se encontrd en el intervalo de
edad comprendido entre lo 35 y 55 afios, que representa el 65%. Importante el dato de
un 37% de casos entre 35 y 45 afos porque dentro de este grupo mayoritario es donde
se encuentra pacientes en edad reproductiva atn.

Si consideramos la edad de las pacientes de acuerdo al tipo histologico de
cancer cervical encontramos que de los 15 casos de adenocarcinoma el mayor niimero

de casos se encontraba en el grupo de edad de los 35 a los 45 afios.

. ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

v" En cuanto a la menarquia en la mayor parte de las pacientes fue a los 11-13 afios
(tabla 5). La formula menstrual (FM) de las pacientes se caracterizd por ser

ciclos regulares en la mayoria de los casos y con una duracion normal (FM 4/28).

v" Respecto a la menopausia, 40 de las pacientes ya se encontraban en este estado,

en el mayor numero de ellas se produjo en el intervalo de edad de los 48 a los 53

afios (tabla5).

Tabla N° 5. Edad de la menarquia y menopausia de las pacientes.

ANTECEDENTES N° CASOS %

MENARQUIA <10 afios 3 5,1%
11-13 anos 47 79,7%
> 14 afios 9 15,2%

MENOPAUSIA | 42-47 afios 5 16,1%
48-53 afios 23 74.2%
> 54 afios 3 9,7%

(Menarquia N=59, Menopausia N=31)
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v" En cuanto a la paridad (fig. 50) el nimero medio de hijos fue de 2.04. En el

siguiente grafico podemos ver como se distribuye:

35

30
25

20
15

10

Ninguno 1 Hijo 2-3 Hijos Mas de 3 Hijos
@ N° Casos 10 10 32 14

Figura 50: Distribucion del nimero de hijos en las pacientes diagnosticadas cancer de cérvix. N=66

En doce de las pacientes no constaba este dato por lo que no las hemos incluido
en este analisis.

Con el grafico observamos que lo mas frecuente en nuestra serie de casos,
donde se concentra el mayor nimero, es en la columna de dos o tres hijos, la mayor

incidencia de cancer de cérvix por tanto se agrupa en aquellas pacientes multiparas.

- MOTIVO DE CONSULTA

Nos ha parecido interesante analizar el motivo de consulta de las pacientes, es
decir, como se presentd el cuadro en cada una de ellas y por lo que acudieron al
servicio de nuestro hospital (fig. 51). De los 78 casos analizados obtuvimos los

siguientes datos:
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Figura 51: Distribucion de los casos por motivo de consulta. N=78

El grupo mas numeroso fue aquel en el que englobamos a aquellas pacientes que
debutaron con algln sintoma propio del carcinoma invasor de cérvix. La mayor parte
de los casos consultaron por sangrado, que suele ser el sintoma mdas precoz y
caracteristico. En este grupo englobamos a aquellas pacientes que ain no se
encontraban en la menopausia ya que las metrorragias postmenopdusicas las
clasificamos en un grupo aparte. También otro de los sintomas referidos fue la
coitorragia y ya en estadios mas avanzados un caso consultd por dolor pélvico, otro por
masa cervical y otro por un cuadro de uropatia obstructiva.

Es de destacar como de las 40 pacientes que eran ya menopausicas en 25 de
ellas el primer sintoma con el que debut6 el cuadro, previo al diagndstico de carcinoma
invasor de cérvix, fue la metrorragia.

También observamos como de los 78 casos en 17 de ellos se llegd al diagndstico

tras el hallazgo inicial de una citologia patolégica.
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Cuatro casos fueron remitidos de otros centros con el diagndstico ya realizado

de carcinoma invasor de cérvix por lo que no tenemos recogido en la historia clinica el

cuadro con el que debut6 el proceso en la paciente.

Por ultimo englobamos como otras consultas:

tres casos que fueron

diagnosticados tras el estudio de polipos endocervicales que se extirparon en consulta y

2 casos fueron hallazgo anatomopatologico de histerectomias realizadas por patologia

benigna.

. ESTADIO

En cuanto al estadio en el que se encontraban los 78 casos de carcinoma de

cérvix en el momento del diagndstico lo describimos a continuacién en la tabla 6.

Tabla N° 6. Estadio Cancer de Cérvix. (N=78)

ESTADIO N° CASOS %
IA 2 2,6%
IB 20 25,6%
ITA 4 5,1%
1B 33 42,3%
il 1 1,3%
A 1 1,3%
1B 12 15,4%
IVA 3 3.8%
IVB 2 2,6%
TOTAL 78 100,0%

Podemos observar como el mayor nimero de pacientes se encontraban en el

estadio IIB en el momento del diagndstico.
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Figura 52: Distribucion de casos seglin estadio. N=78

Como podemos observar en la figura 52, de los 22 casos que tenemos en
estadio I, que es el carcinoma estrictamente limitado al cérvix, 2 se encontraban en
estadio TA (carcinoma invasivo solo diagnosticado por microscopio; invasion del
estroma con una profundidad maxima de Smm y no mds de 7mm de diametro), los
otros 20 casos eran estadio IB (lesiones clinicas limitadas al cérvix o lesiones
preclinicas de mayor extension que [A).

En el estadio II el carcinoma se extiende mas alla del cérvix uterino, pero no
llega a la pared pélvica. En nuestro estudio 4 casos se encontraban en estadio IIA (la
parte superior de la vagina se encuentra afectada sin llegar al tercio inferior) y los 33
casos restantes en estadio IIB (afectacion del parametrio proximal, pero sin llegar a la
pared pélvica lateral).

En el estadio III el carcinoma se ha extendido a la pared pélvica. En el IIIA hay
extension al tercio inferior de vagina, donde tenemos un caso, y en el IIIB existe

extension a la pared pélvica, hidronefrosis o insuficiencia renal, estadio en el que se
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encontraban 12 casos. Tenemos un caso que se encontraba clasificado en estadio III
pero no especificaba si A o B.

El estadio IV implica: IVA, el tumor se ha propagado a 6rganos adyacentes a la
pelvis y IVB en el cual la propagacion es a 6rganos distantes. De los 5 casos en este
estadio, dos se encontraban en estadio IVA por infiltracion de la vejiga y 3 en estadio

IVB por la existencia de metastasis distales.

. TRATAMIENTO

Respecto al tratamiento aplicado en las 78 pacientes, a continuacion exponemos
el tratamiento definitivo realizado después de que en cada caso en particular fuese
valorada la estrategia terapéutica, dependiendo del estadio tumoral, de la edad de la

paciente y dependiendo de su estado general (tabla 7).

Tabla N° 7. Tratamiento realizado en los casos de cancer de cérvix. (N=78)

TRATAMIENTO N° CASOS %
RT ADYUVANTE 4 5.1%
CIRUGIA (WM)+RT+QT 4 5.1%
CIRUGIA (WM)+RT 11 14,1%
CIRUGIA (WM) 11 14,1%
RT+QT ADYUVANTE 6 7,7%
RT+QT 19 24,4%
RT 20 25,6%
HISTERECTOMIA+RT 3 3,8%
TOTAL 78 100,0%

(WM: Wertheim—Meigs, RT: radioterapia, QT: quimioterapia)
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En 19 casos se empled como tratamiento la radioterapia y quimioterapia
conjunta de intencion radical. Uno de estos casos pasod posteriormente a cuidados
paliativos. En 20 casos se empleo la radioterapia como unico tratamiento. En 4 casos se
empled la radioterapia previa a una cirugia posterior, o bien radioterapia mas
quimioterapia previa a cirugia de rescate, lo cudl se realizé en 6 casos (fig. 53). Este
nuevo enfoque de combinar quimioterapia en aquellas pacientes que requieren
radioterapia para el tratamiento del cancer cervical es debido a la publicacion de
ensayos clinicos que han mostrado que existe una ventaja en cuanto a la supervivencia
en general, cuando se afiade quimioterapia con platino conjuntamente a la radioterapia.

De los 29 casos en los que se aplico cirugia, en 26 casos se realizo la
intervencion de Wertheim — Meigs (WM) y en tres casos lo que se realizd fue una
histerectomia mas doble anexectomia seguido de radioterapia. En 4 casos se realiz6 la
cirugia (WM) seguida de quimioterapia mas radioterapia y en 11 casos la intervencion
fue seguida de radioterapia (dependiendo de si los ganglios extirpados estaban
infiltrados, los margenes de la pieza estaban afectos o bien en algunos de los casos en
los que existia infiltracion de parametrios).

El tratamiento realizado habria que analizarlo desarrollando cada caso en

concreto.
15; 19%

@ RT/QT radical
O RT/QT preQ

11 14% 39; 50% pres

’ 0 o Cirugia exclusivo
O Cirugia+RT/QT
13; 17%

Figura 53. Distribucion porcentual de casos en funcion del tratamiento empleado.

117



. HISTOPATOLOGIA

En nuestro estudio, de los 78 casos de carcinoma invasor de cérvix la variedad
mas frecuente fue el carcinoma epidermoide, del cudl existen 57 casos (73.1%), a
continuacion nos encontramos con 15 casos de adenocarcinomas (19.2%), y por ultimo
dentro del grupo de otros tumores epiteliales con 5 casos de carcinoma adenoescamoso

y un caso de carcinoma adenoide quistico (tabla 8).

Tabla N° 8. Histopatologia en nuestra serie de casos de cancer de cérvix.

HISTOPATOLOGIA N° CASOS %
CA. ESCAMOSO 57 73,1%
ADENOCARCINOMA 15 19.2%
ADENOIDE QUISTICO 1 1,3%
ADENOESCAMOSO 5 6,4%
TOTAL 78 100,0%

. GRADO DE DIFERENCIACION HISTOPATOLOGICA

Respecto al grado de diferenciacion histopatoldgica, que es importante para el
pronostico de estas pacientes, tras el estudio anatomo-patoldgico nos encontramos con
que la mayor parte de los casos (43) se trataban de tumores moderadamente
diferenciados (G2), 17 casos se trataban de carcinomas de cérvix pobremente
diferenciados (G3) y 10 casos se trataban de carcinomas de cérvix bien diferenciados
(G1). En el resto de casos (8) el grado de diferenciacion no constaba en el informe

anatomo-patologico (fig. 54).
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Figura 54. Distribucion porcentual de los casos de cancer de cérvix de acuerdo al grado de diferenciacion

tumoral. N=78

Asi pues, el tipo histologico de cancer de cuello uterino encontrado con mayor

frecuencia en este estudio fue el carcinoma moderadamente diferenciado.

. GANGLIOS LINFATICOS

Respecto a la afectacion de los ganglios linfaticos, en aquellos casos en los que

se ha realizado linfadenectomia, hemos valorado si tras el estudio anatomo-patologico

de los ganglios estaban afectados o no (tabla 9).

Tabla N° 9. Estudio afectacion ganglios linfaticos. (N=28)

GANGLIOS AFECTADOS | N° CASOS %

SI 7 25,0%
NO 21 75,0%
TOTAL 28 100,0%
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De los 28 casos en los que se realizé cirugia (linfadenectomia) en 7 casos los
ganglios se encontraban afectos y en 21 casos los ganglios fueron negativos. En el resto
de casos, como el tratamiento no fue quirdirgico, no tenemos el grado de afectacion
ganglionar. En este campo es donde cobra importancia hoy dia, como hemos
comentado previamente, el empleo de la biopsia selectiva del ganglio centinela.

La media de ganglios resecados fue de 24 ganglios y la de ganglios afectos de
2.42.

. DETERMINACION VPH

En cuanto a la identificacion y tipaje del VPH lo hemos realizado en un grupo

de 34 casos y nos hemos encontrado con los siguientes resultados (figs. 55 y 56).

2,9%

@ Positivo 0O Negativo

97,1%

Figura 55. Distribucion porcentual segln identificacion o no de VPH. (N=34)

La presencia de VPH positivo fue del 97.1%, s6lo en uno de los casos no se

identifico.
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GENOTIPO VPH
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Figura 56. Distribucion segun genotipo VPH. (N=33)

En cuanto a su tipaje, observamos como todos los genotipos encontrados son de
alto riesgo y el mas frecuente el genotipo 16.

Estudiamos también la distribucion de los genotipos en relacion al tipo
histolégico, lo cudl no fue concluyente debido al bajo tamafio muestral.

De los 15 adenocarcinomas, la determinacion y tipaje solo se realizo en 4 casos:
los cuatro casos fueron positivos para el VPH y en cuanto al genotipo, uno VPH 16,
otro VPH 33, y 2 quedaron sin tipificar. El unico caso de carcinoma adenoide quistico
fue VPH positivo, genotipo 16. De los 5 adenoescamosos, se realizo el estudio en 3,
que resultaron VPH positivo, dos eran genotipo 16 y uno sin tipificar. En los 26 casos
de carcinoma escamoso, la mayoria (11 casos) VPH 16, tres casos VPH 16-18, tres

casos VPH 18-33, un caso VPH 16-31, 7 sin tipificar y uno VPH negativo.
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- ESTUDIO DE  EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA  DE

MARCADORES

A continuaciéon exponemos los hallazgos inmunohistoquimicos para los
marcadores moleculares estudiados incluyendo el andlisis de frecuencias y una breve
descripcion de lo observado durante el analisis de los casos de cancer de cérvix.

En aquellos casos en los que no fue posible realizar la evaluacion
inmunohistoquimica de alguno de los marcadores fue debido a que la presencia de
células tumorales en el material de estudio no alcanzaba el nlimero minimo necesario

para la lectura, sobre todo por pérdida de material tumoral.

. Inmunoexpresion Ki-67

Para determinar la actividad proliferativa en nuestra serie de casos de cancer de
cérvix mediante la inmunoexpresion del antigeno Ki-67, consideramos positivas
aquellas muestras con tincioén nuclear.

La expresion inmunohistoquimica de Ki-67 pudo evaluarse en 69 de los 78
casos de cancer de cuello uterino, los cuales revelaron diferentes porcentajes de
inmunoreactividad. El rango fue desde el 1% al 98% y la media fue de un 27%.

Dividimos el patron de expresion de Ki-67 en grupos, segin porcentaje de
actividad proliferativa, menos del 10% de las células tefiidas se considero
inmunoreactividad baja, del 10 al 30% moderada y mayor del 30% alta. Encontramos
que el mayor numero de casos en nuestra serie presentaban actividad proliferativa

moderada seguido del grupo con actividad proliferativa alta (tabla 10).
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Tabla N° 10. Patron expresion Ki-67 en los casos de cancer de cérvix.

KI-67 N° CASOS %
<10% 16 232%
10-30% 34 49,3%
>30% 19 27,5%
TOTAL 69 100,0%

- Inmunoexpresion Ciclina D1

La expresion inmunohistoquimica de la ciclina D1 en nuestra serie de casos se
estudid tanto en el nucleo como en el citoplasma. Dicha evaluacion pudo llevarse a
cabo en 75 de los 78 casos de cancer de cérvix; 28 (37.3%) fueron negativos, sin
expresion de ciclina D1, y 47 (62.7%) revelaron inmunoreactividad para la ciclina D1,
bien nuclear o citoplasmatica. En la tabla 11 resumimos el patron de expresion de la

ciclina D1.

Tabla N° 11. Expresion de la ciclina D1 en los casos de cancer de cérvix.

CICLINA DI N° CASOS %
NUCLEO 7 9,3%
CITOPLASMA 5 6,7%
NUCLEO+CITOPLASMA 35 46,7%
NEGATIVO 28 37,3%
TOTAL 75 100,0%

De los casos positivos a ciclina D1 lo mas frecuente en nuestra serie fue la

positividad tanto nuclear como citoplasmatica.
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* Inmunoexpresion Bcl-2

Al realizar el estudio de la presencia de células con inmunotincién

citoplasmatica para la proteina antiapopdtica bel-2, fue considerada positivo cuando el

porcentaje de células reactivas fue mayor al 5%.

De los 78 casos de cancer de cérvix fueron evaluados 77 para la expresion de

bcl-2. Hemos

encontrado que de los 77 casos,

55 (71.4%) no revelaron

inmunoreactividad para esta proteina y 22 casos (28.6%) fueron positivos. Dentro del

grupo de casos positivos lo mas frecuente fue la inmunoreactividad citoplasmatica leve

(tabla 12).

Tabla N° 12. Expresion de bcl-2 en los casos de cancer de cérvix.

BCL-2 N° CASOS %
NEGATIVO 55 71,4%
POSITIVO 22 28,6%
TOTAL 77 100,0%
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2. ESTUDIO

DE

LA

EXPRESION DE

LOS

MARCADORES

INMUNOHISTOQUIMICOS EN FUNCION DEL TIPO HISTOLOGICO, GRADO

DE DIFERENCIACION Y ESTADIO

- ESTUDIO EXPRESION BCL-2

El estudio de inmunoexpresion de bcl-2 segiin el diagndstico histopatologico,

grado de diferenciacion y estadio del tumor lo presentamos a continuacion (tabla 13).

Tabla N° 13. Expresion bcl-2 segtn tipo histologico, grado de diferenciacion y estadio.

BCL-2
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
TIPO HISTOLOGICO
CA ESCAMOSO 16 (28,1%) 41 (71,9%) 57 (100%)
ADENOCARCINOMA 4 (28,6%) 10 (71,4%) 14 (100%)
ADENOIDE QUISTICO 1 (100%) 0 1 (100%)
ADENOESCAMOSO 1 (20%) 4 (80%) 5 (100%)
TOTAL 22 (28,6%) 55 (71,4%) 77 (100%)
ESTADIO
I 9 (42,9%) 12 (57,1%) 21 (100%)
i 10 (27%) 27 (73%) 37 (100%)
111 1(7,1%) 13 (92,9%) 14 (100%)
v 2 (40%) 3 (60%) 5 (100%)
TOTAL 22 (28,6%) 55 (71,4%) 77 (100%)
DIFERENCIACION
BIEN DIFERENCIADO 2 (22,2%) 7 (77,8%) 9 (100%)

MODERADAMENTE DIFERENCIADO

POBREMENTE DIFERENCIADO

DESCONOCIDO

TOTAL

10 (23,3%)
7 (41,2%)
3(37,5%)

22 (28,6%)

33 (76,7%)
10 (58,8%)
5 (62,5%)

55 (71,4%)

43 (100%)
17 (100%)
8 (100%)

77 (100%)
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> Tipo histolégico: de los 77 casos en los que hemos estudiado el marcador bcl-2,
57 son carcinomas escamosos y 14 adenocarcinomas. La inmunoexpresion de bcl-2 fue
negativa en 41 casos (71.9%) de los escamosos y en 10 casos (71.4%) de los
adenocarcinomas. De los 5 tumores adenoescamosos, bcl-2 fue negativo en 4 de ellos
(80%), y en el tnico caso de tumor adenoide quistico la expresion de bcl-2
citoplasmatica fue positiva. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas

(p=0.442).

> Grado de diferenciacion: cuando estudiamos la distribucion de la
inmunoexpresion de bcl-2 segun el grado de diferenciacién tumoral, nos encontramos
con que el mayor porcentaje de casos fue negativo a la inmunoexpresion de bel-2 en
cada grupo de diferenciacion tumoral, sin encontrar diferencias estadisticamente

significativas (p=0.492).

> Estadio: no se observaron diferencias significativas (p=0.132) segun la

inmunoexpresion de bcl-2 en funcion del estadio. El mayor nimero de casos son

negativos para la expresion bel-2 en los diferentes estadios.
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- ESTUDIO EXPRESION CICLINA DI

> Ciclina D1- Histopatologia

La expresion de la ciclina D1 segtn el tipo histologico del tumor se muestra en

la tabla 14.

El 69.6% de los carcinomas escamosos y el 53.3% de los adenocarcinomas

resultaron positivos para la inmunoexpresion de la ciclina D1, pero estas diferencias no

fueron estadisticamente significativos (p=0.313).

Tabla N° 14. Expresion ciclina D1 seglin tipo histopatologico.

CICLINA D1
TIPO HISTOLOGICO TOTAL
POSITIVO NEGATIVO

CA ESCAMOSO 39 (69,6%) 17 (30,4%) 56 (100%)
ADENOCARCINOMA 8 (53,3%) 7 (46,7%) 15 (100%)
ADENOIDE QUISTICO 0 1 (100%) 1 (100%)
ADENOESCAMOSO 3 (60%) 2 (40%) 5 (100%)
TOTAL 50 (64.,9) 27 (35,1%) 77 (100%)

También realizamos el estudio segiin donde mostrara positividad la ciclina DI.

En nuestra serie de casos el patron de expresion en aquellos casos positivos era tanto

nuclear como citoplasmatico (tabla 15), sin diferencias estadisticamente significativas

(p=0.772).
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Tabla N° 15. Patron expresion ciclina D1 segun tipo histopatologico.

POSITIVIDAD CICLINA D1
TIPO HISTOLOGICO TOTAL
NUCLEO | CITOPLASMA N+C NEGATIVO
4 4 29 18 55
CA ESCAMOSO (7,3%) (7,3%) (52,7%) (32,7%) (100,0%)
2 1 4 7 14
ADENOCARCINOMA (14,3%) (7,1%) (28,6%) (50,0%) (100,0%)
0 0 0 1 1
ADENOIDE QUISTICO (,0%) (,0%) (,0%) (100%) (100%)
1 0 2 2 5
ADENOESCAMOSO (20,0%) (,0%) (40%) (40%) (100%)
7 5 35 28 75
TOTAL 9,3%) (6,7%) (46,7%) (37,3%) (100%)
(N+C: nticleo mas citoplasma)
> Ciclina D1- Grado de diferenciacion

En el estudio de la inmunoexpresion de ciclina D1 en los diferentes grados de

diferenciacion (tabla 16), observamos que, en el grupo moderadamente y pobremente

diferenciado, el porcentaje de casos que expresan ciclina D1 es mayor que los que no lo

expresan pero con una diferencia muy escasa, por lo que el andlisis estadistico no es

significativo (p=0.588).
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Tabla N° 16. Inmunoexpresion ciclina D1 segtn diferenciacion tumoral.

CICLINA D1
DIFERENCIACION TOTAL
POSITIVO NEGATIVO

BIEN DIFERENCIADO 5 (50%) 5 (50%) 10 (100%)
MODERADAMENTE 29 (69,0%) 13 31%) 42 (100%)
DIFERENCIADO
POBREMENTE 10 (58,8%) 7 (41,2%) 17 (100%)
DIFERENCIADO
DESCONOCIDO 6 (75%) 2 (25%) 8 (100%)
TOTAL 50 (64.9) 27 (35,1%) 77 (100%)

Atendiendo al patrén de expresion de ciclina D1 (tabla 17), lo més frecuente fue

la expresion tanto nuclear como citoplasmatica (significacion estadistica p=0,753).

Tabla N° 17. Patron expresion ciclina D1 segiin diferenciacion tumoral.

POSITIVIDAD CICLINA D1
DIFERENCIACION TOTAL
NUCLEO | CITOPLASMA N+C NEGATIVO
1 0 4 5 10
BIEN DIFERENCIADO (10%) (,0%) (40%) (50%) (100,0%)
MODERADAMENTE 3 3 22 13 41
DIFERENCIADO (7,3%) (7,3%) (53,7%) (31,7%) (100,0%)
POBREMENTE 1 1 7 7 16
DIFERENCIADO (6,3%) (6,3%) (43,8) (43,8) (100%)
2 1 2 3 8
DESCONOCIDO (25%) (12,5%) (25%) (37,5%) (100%)
7 5 35 28 75
TOTAL (9,3%) (6,7%) (46,7%) (37.3%) (100%)

(N+C: nticleo mas citoplasma)
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> Ciclina D1- Estadio

La inmunoxpresion de ciclina D1 segun el estadio en el que se encontraba el
tumor (tabla 18), observamos como a medida que el estadio del tumor es mas
avanzado, aumenta el nimero de casos con expresion a ciclina D1 con respecto a los
negativos. Asi en el estadio III tenemos un 84.6% de casos positivos a ciclina D1 con
respecto a un 15.4% que no tienen expresion y en el estadio IV un 100% de casos
positivos a ciclina D1. Estas diferencias son estadisticamente significativas con una

p=0.039.

Tabla N° 18. Inmunoexpresion ciclina D1 segin el estadio del tumor.

CICLINA DI
ESTADIO TOTAL
POSITIVO | NEGATIVO
I 13 (59,1%) | 9 (40,9%) 22 (100%)
I 21(56.8%) | 16 (432%) 37 (100%)
11 11 (84,6%) | 2 (15.4%) 13 (100%)
v 5 (100%) 0 5 (100%)
TOTAL 50 (64,9%) | 27 (35,1%) 77 (100%)

Si estudiamos el patrén de expresion segin sea nuclear o citoplasmatico

obtenemos los siguientes resultados expuestos en la tabla 19.

130



Tabla N° 19. Patrén Inmunoexpresion ciclina D1 segin el estadio del tumor.

POSITIVIDAD CICLINA D1
ESTADIO TOTAL
NUCLEO | CITOPLASMA N+C NEGATIVO

4 0 9 9 22

I (18,2%) (,0%) (40,9%) (40,9%) (100,0%)
2 5 11 17 35

i (5.7%) (14,3%) (31,4%) (48,6%) (100,0%)
1 0 10 2 13

I (7,7%) (,0%) (76,9%) (15,4%) (100,0%)
0 0 5 0 5

v (,0%) (,0%) (100,0%) (,0%) (100,0%)
7 5 35 28 75

TOTAL (9,3%) (6,7%) (46,7%) (37.3%) (100,0%)

(N+C: nticleo mas citoplasma)

Por tanto a medida que avanza el estadio del tumor (III y IV) va a su vez

aumentando el nimero de casos que presentan positividad para este marcador tanto en

nucleo como en citoplasma, siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p=0.013).
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. ESTUDIO EXPRESION KI-67

El estudio de inmunoexpresion de Ki-67, en funcién de su media en nuestra

serie de casos, y segun el diagndstico histopatoldgico,

estadio lo presentamos a continuacion (tabla 20).

grado de diferenciacion y

Tabla N° 20. Expresion Ki-67 en funcion de la media de proliferacion celular y seglin tipo histologico,
estadio y grado de diferenciacion del cancer de cérvix.

KI-67
TOTAL

<27% >27%
TIPO HISTOLOGICO
CA ESCAMOSO 27 (52,9%) 24 (47,1%) 51 (100%)
ADENOCARCINOMA 9 (75%) 3 (25%) 12 (100%)
ADENOIDE QUISTICO 0 1 (100%) 1 (100%)
ADENOESCAMOSO 3 (60%) 2 (40%) 5(100%)
TOTAL 39 (56.5) 30 (43.5%) 69 (100%)
ESTADIO
I 14 (73.7%) 5(26.3%) 19 (100%)
i 19 (57.6%) 14 (42.4%) 33 (100%)
111 6 (46.2%) 7 (53.8%) 13 (100%)
v 0 4 (100%) 4 (100%)
TOTAL 39 (56.5%) 30 (43.5%) 69 (100%)
DIFERENCIACION
BIEN DIFERENCIADO 6 (85.7%) 1 (14.3%) 7 (100%)
MODERADAMENTE DIFERENCIADO 18 (47.4%) 20 (52.6%) 38 (100%)
POBREMENTE DIFERENCIADO 11 (64.7%) 6 (35.3%) 17 (100%)
DESCONOCIDO 4 (57.1%) 3 (42.9%) 7 (100%)
TOTAL 39 (56.5%) 30 (43.5%) 69 (100%)
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> Tipo histolégico: en general los casos demostraron heterogeneidad en la
expresion de Ki-67 (porcentaje de células tefiidas), con mayor nimero de casos con una
proliferaciéon moderada en todos los tipos histologicos, pero sin alcanzar significacion
estadistica (p=0.293).

> Grado de diferenciacion: en todos los grados de diferenciacion tumoral hubo
desde baja expresion hasta alta, la mayor reactividad fue en los casos de céncer de
cérvix moderadamente diferenciados (52.6% > 27% Ki-67 ) y los de menor reactividad
los bien diferenciados (85.7% < 27% Ki-67), aunque sin diferencias estadisticamente
significativas (p=0.210).

> Estadio: al realizar el estudio observamos como en los estadios mas avanzados,
el porcentaje de inmunoexpresion de Ki-67 es mayor, con respecto a estadios precoces,

resultando estadisticamente significativo con una p=0.045.

Cuando hemos evaluado la media de proliferacion celular segun los diferentes
tipos histologicos (tabla 21), observamos como el indice de proliferacion celular es de
un 98% en el tnico caso de tumor adenoide quistico y una media del 30% en el grupo

de los adenoescamosos (significacion estadistica p=0,03).

Tabla N° 21. Expresion Ki-67 en funcion de su media en los diferentes tipos histologicos.

HISTOPATOLOGIA N° CASOS MEDIA KI-67
CA ESCAMOSO 51 27,922%
ADENOCARCINOMA 12 21%
ADENOIDE QUISTICO 1 98%
ADENOESCAMOSO 5 30%
TOTAL 69 27,884%
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La media de proliferacion celular segin estadios, observamos como va
aumentado a medida que avanza el estadio del tumor, destaca una media del 42,5% en

el estadio IV (tabla 22). (Significacion estadistica p=0,312).

Tabla N° 22. Expresion Ki-67 en funcién de su media en los diferentes estadios.

ESTADIO N° CASOS MEDIA KI-67

I 19 22,211%
II 33 28,848%
il 13 29,231%
v 4 42,500%
TOTAL 69 27,884%
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3. ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LOS DIFERENTES

MARCADORES MOLECULARES.

Estudiamos la correlacion entre los diferentes marcadores moleculares para

determinar las posibles asociaciones en relacion a la inmunoreactividad.

= Correlacion Ki-67-bcl2

Cuando estudiamos la correlacion Ki-67-bcl-2 (tabla 23) no encontramos
ninguna relacion a destacar en la inmunoexpresion de estos 2 marcadores moleculares.

(Significacion estadistica p<0.504).

Tabla N° 23. Correlacion inmunoexpresion Ki-67- bel-2.

KI-67
BCL-2 TOTAL
<27% >27%
NEGATIVO | 25(56,8%) | 19 (43,2%) 44 (100%)
POSITIVO 9 (52,9%) 8 (47,1%) 17 (100%)
TOTAL 34 (55,7%) | 27 (44,3%) 61 (100%)

= Correlacion Ki-67-ciclina D1

Nos parecio interesante el estudio de la correlacion entre inmunoexpresion
ciclina D1-Ki67 y ver si en nuestra serie de casos cuanto mayor proliferacion, mas
numero de células en fase de sintesis y en consecuencia habria mayor expresion de

ciclina D1 citoplasmatica (tabla 24).
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Tabla N° 24. Correlacion inmunoexpresion Ki-67-ciclina D1.

KI-67
CICLINA D1 TOTAL
<27% >27%
POSITIVO 21(50,0%) | 21 (50,0%) 42 (100%)
NEGATIVO 17 (65.4%) | 9 (34,6%) 26 (100%)
TOTAL 38(55,9%) | 30 (44,1%) 68 (100%)

En nuestro estudio no existe correlacion entre estos dos marcadores del ciclo

celular. Observamos el mismo numero de casos positivos a ciclina D1 en los 2 grupos,

segin proliferacion celular menor o mayor a la media. (Significacion estadistica

p<0.214).

= Correlacion bel2-ciclina D1

En cuanto a la correlacion bcel-2-ciclina D1 no se encuentran diferencias

estadisticamente significativas, p<0.248 (tabla 25).

Tabla N° 25. Correlacion inmunoexpresion bel-2- ciclina D1.

BCL-2
CICLINA D1 TOTAL
NEGATIVO | POSITIVO
POSITIVO 37 (75,5%) 12 (24,5%) 49 (100%)
NEGATIVO 17 (63%) 10 (37%) 27 (100%)
TOTAL 54 (71,1%) 22 (28,9%) 76 (100%)
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4. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

La media de seguimiento fue de 46 meses (rango 2-78), cuarenta y una de las
pacientes (52.6%) estaban vivas sin recidiva, en 7 pacientes (9%) se habia producido
recidiva, 14 pacientes (17.9%) habian fallecido y 16 (20.5%) perdidas para
seguimiento.

Por tanto podemos presentar nuestra curva de supervivencia segun el siguiente
grafico (fig. 57), en el cual la supervivencia en nuestro grupo de casos fue del 82.1%,

con una media de 67 meses (IC 95% 62-72).

Supervivencia global de la serie

0,87
82,10%

0,6

Probabilidad de supervivencia

0,07

1 I
0 200 400 80,0 80,0
Supervivencia (meses)

Figura 57. Curva de Supervivencia de la serie completa de cancer de cérvix.
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- DISTRIBUCION SUPERVIVENCIA SEGUN DIFERENTES VARIABLES

En los 78 casos se ha determinado la supervivencia segin diferentes variables
como son el grado de diferenciacion, el estadio y la inmunoexpresion de ciclina D1,
bcl-2 y Ki 67. La influencia de cada uno de ellos en la supervivencia se expone a

continuacion.

. Supervivencia-Estadio

La estadificacion es un factor de mal prondstico conocido, pero en nuestra serie
de casos no alcanzo significacion estadistica (p=0.083). La media de supervivencia para
el estadio I fue de 74 meses (IC 95% 68-81), estadio II 65 meses (IC 95% 58-72),
estadio III 53 meses (IC 95% 38-69) y el estadio IV 62 meses (IC 95% 41-84) (fig.
58).

Estos datos que hemos obtenido (tabla 26) tienen la limitacion de que en los 5
casos que teniamos en estadio IV, solo en uno de ellos es conocido el fallecimiento de
la paciente, ya que en 1 perdimos el seguimiento desde el inicio, en dos de ellos a los 3
afios se perdid el seguimiento y en el ultimo caso la paciente estaba viva pero con
metastasis en el momento de cierre del estudio. Por lo que la supervivencia estimada en

este estadio no es objetiva.
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Supervivencia y estadio tumoral
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Figura 58. Curva de Supervivencia seglin estadio.
Tabla N° 26. Supervivencia segun estadio tumoral.
ESTADIO N°CASOS | FALLECIDAS VIVAS
N° %
1 22 1 21 95,5%
II 37 7 30 81,1%
111 14 5 9 64,3%
v 5 1 4 80,0%
TOTAL 78 14 64 82,1%

También realizamos el analisis de supervivencia especificando estadio A o B,

observando que a partir del estadio IIB comenzaba a disminuir la supervivencia, pero

sin llegar a alcanzar significacion estadistica (p=0.092).
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. Supervivencia-Grado de Diferenciacion

No encontramos diferencias significativas (p=0.300) en la supervivencia

respecto al grado diferenciacion tumoral. En nuestro grupo de casos el tumor bien

diferenciado, un total de 10, la supervivencia fue del 100%, y en el moderadamente y

pobremente diferenciado fue de un 81,4% y 82,4%, respectivamente (fig. 59, tabla 27).
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Figura 59. Supervivencia seglin grado de diferenciacion.
Tabla N°27. Supervivencia segun Grado de diferenciacion tumoral.
N°CASOS | FALLECIDAS VIVAS
DIFERENCIACION
N° %
BIEN DIFERENCIADO 10 0 10 100,0%
MODERADAMENTE DIFERENCIADO 43 8 35 81,4%
POBREMENTE DIFERENCIADO 17 3 14 82,4%
TOTAL 70 11 59 84,3%
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. Supervivencia-Expresion ciclina D1

Como podemos observar en el siguiente grafico (fig. 60), la supervivencia fue
ligeramente mayor en los casos que no hay expresion de ciclina D1, media 67 meses
(IC 95% 60-75), respecto a los casos con expresion ciclina D1, media 65 meses (IC
95% 58-72), pero sin llegar a ser estadisticamente significativo (p=0.535). Si el grupo
con inmunoexpresion positiva a ciclina D1 lo dividimos segiin expresion en nucleo o
citoplasma la supervivencia iba siendo menor a medida que la expresion era

citoplasmatica pero sin llegar a existir significacion estadistica (p=0.758).

Supervivencia y ciclina D1
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Figura 60. Supervivencia segun inmunoexpresion ciclina D1.
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Tabla N° 28. Resumen supervivencia segiin inmunoexpresion ciclina D1.

N°CASOS | FALLECIDAS VIVAS
CICLINA DI
N° %
POSITIVO 50 10 40 | 80,0%
NEGATIVO 27 4 23 | 85.2%
TOTAL 77 14 63 | 81,8%
. Supervivencia-Expresion bcl-2

Respecto a la supervivencia segun la inmunoexpresion de bel-2 en nuestra serie

de casos no hubo diferencias significativas (p=0.590) (fig. 61).
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Figura 61. Supervivencia segun inmunoexpresion bel-2.
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En el grupo bcl-2 positivo la supervivencia fue de un 86,4% y en el grupo bcl-2

negativo del 80% (tabla 29).

Tabla N° 29. Resumen supervivencia segiin inmunoexpresion Bcl-2.

N°CASOS | FALLECIDAS VIVAS
BCL-2
N° %
POSITIVO 22 3 19 86,4%
NEGATIVO 55 11 44 80,0%
TOTAL 77 14 63 81,8%

. Supervivencia-Expresion Ki-67

Realizamos dos grupos en nuestra muestra para calcular la supervivencia, segiin

el indice de proliferacion Ki-67 fuese mayor o menor a nuestra media (fig. 62, tabla

30). La supervivencia fue menor para el grupo con proliferacion mayor al 27%, media

supervivencia 63 meses (IC 95% 53-72), y media supervivencia para grupo con indice

de proliferacion celular < 27% fue 66 meses (IC 95% 59-73). Estos resultados no

fueron significativos (p=0.461).
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Figura 62. Supervivencia segun inmunoexpresion Ki-67.

Tabla N° 30. Resumen supervivencia segun inmunoexpresion Ki-67.

N° CASOS | FALLECIDAS VIVAS
KI-67
N° %
<27% 39 7 32 82,1%
>27% 30 7 23 76,7%
TOTAL 69 14 55 79,7%
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V. DISCUSION



El céncer de cérvix es un problema de salud no resuelto a nivel Mundial. Se ha
comprobado que, a pesar de existir varios programas de deteccion precoz, las cifras de
incidencia y mortalidad contintian alarmando a la comunidad cientifica.

El carcinoma de cérvix es la segunda neoplasia mas frecuente en la mujer a
nivel Mundial, segtn tasas estandarizadas por edad, tras el cancer de mama.

La progresion del cancer de cérvix va a determinar el prondstico de la paciente,
por lo que el objetivo es encontrar aquellos puntos clave de la progresion neoplésica y
asi poder predecir la evolucion de la enfermedad y buscar nuevos tratamientos mas
efectivos e individualizados a cada paciente.

Muchos estudios han tratado el tema de los factores prondsticos en pacientes
con carcinoma de cuello uterino. Uno de los factores prondsticos mas importantes es el
estadio FIGO en el que se encuentre el tumor: la supervivencia a los 5 afos es mayor
del 95% en los pacientes en estadio IA, del 80% al 90% en estadio 1B, 75% en estadio
I y de menos del 50% en estadio Il o I'V.

En nuestra serie de casos, a los 5-6 afios del diagndstico la supervivencia global
es de un 82%. Respecto a la estadificacion, como hemos expuesto previamente, es un
factor de mal prondstico conocido, pero en nuestra serie de casos no alcanzo
significacion estadistica. Asi la supervivencia en el estadio I es de un 95.5%, en el
estadio II de un 81.1%, en estadio III un 64.3% y en estadio IV de un 80%. Los datos
de supervivencia en los ultimos estadios, no se ajustan a lo publicado en los diferentes
registros, lo que puede ser debido a la baja concentracion de casos en estos estadios,
tamafo muestral bajo en estadio III y IV, ya que en nuestra serie el mayor niimero de
pacientes se encontraban en el estadio IIB (42.3%). Como hemos comentado

previamente, también se debe a la pérdida de seguimiento de pacientes en el estadio I'V.
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Respecto al estado en el que se encontraban las pacientes a los 5-6 afios del
diagnostico del cancer, encontramos que un 17.9% habian fallecido, un 52.6% estaban
vivas sin enfermedad residual, un 9% habian presentado recidiva de la enfermedad y en
el 20.5% no hubo posibilidad de seguimiento de las pacientes.

En nuestro estudio la supervivencia en funcion de los pardmetros histologicos o
inmunohistoquimicos estudiados, no tuvieron influencia significativa en la muestra.

En los procesos displasicos de cérvix acontece una variedad de cambios
genéticos que eventualmente conducen al desarrollo de carcinoma escamoso invasor.
Estos cambios son debidos a las alteraciones del ciclo celular que producen los VPH
llamados de alto riesgo, y en ocasiones a la integracion del propio virus en el genoma
de la célula infectada. La deteccion de estas alteraciones (marcadores de tumor) podria
ser de gran importancia en la pesquisa, diagnostico y prondstico de la neoplasia
cervical.

El objetivo principal de nuestro estudio es caracterizar la expresion
inmunohistoquimica de una serie de biomarcadores en muestras de cancer de cuello
uterino para establecer su aplicacion clinica. Dada la complejidad y diversidad de los
mecanismos patogénicos del cancer de cérvix, nos hemos limitado en nuestro trabajo a
la revision y estudio de tres marcadores moleculares, la ciclina D1, bcl-2 y el Ki-67".

Estudiamos 78 casos de cancer de cérvix diagnosticados en el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Regional Universitario Carlos Haya de Malaga
desde el ano 2004 al 2006, de los cuales se disponia de material histologico archivado
en el Servicio de Anatomia Patologica de dicho hospital. Se recogieron los datos
clinicos, se analizaron las caracteristicas histopatologicas, inmunohistoquimicas y

genotipificacion de los VPH presentes en los tumores y realizamos como se ha
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expuesto anteriormente un analisis de los hallazgos obtenidos entre las diferentes
variables, asi como la existencia de posibles correlaciones entre ellas.

Al hacer el andlisis descriptivo de los hallazgos clinicopatoldgicos observamos
que el mayor nimero de pacientes se encontraban en la franja de edad mas joven (35-45
afios). Esta neoplasia afecta cada dia a mas mujeres jovenes y en edad reproductiva,
sobre todo en paises pobres y en vias de desarrollo, lo que es un verdadero problema
de salud publica debido a la carencia de programas de cribado bien organizados.

Segun los datos publicados en los principales estudios epidemiologicos en los
que se incluyeron pacientes de distintas regiones geograficas, la mayor incidencia de
casos de cancer cervical se presentan entre los 40 y 50 anos. Estas observaciones se
notan mas en paises desarrollados con politicas de deteccion precoz bien implantadas.
Sin embargo, en los paises subdesarrollados se aprecia una tendencia de la incidencia
de cancer de cuello uterino que sigue una relacion lineal con la edad, como ocurre con
la mayoria de los tumores de origen epitelial®’.

La edad media de diagnostico en nuestra serie de cancer de cérvix fue de 52
afios. Respecto a los casos de adenocarcinoma cervical, el mayor numero de ellos se
presentd en pacientes cuya edad se encontraba por debajo de los 45 afios.

En cuanto a los antecedentes gineco-obstétricos, destaca el hallazgo de un
mayor numero de casos en pacientes con dos o mas hijos, lo que coincide con lo
publicado en diferentes estudios de casos-controles referentes a la multiparidad
asociada a carcinoma cervical in situ e invasor, cuyas conclusiones son que las
pacientes que han tenido mas de 3 hijos podrian tener un mayor riesgo de desarrollar

., . , .. 24
CIS en comparacion con las mujeres nuliparas o con menos de 2 hijos™.
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En el 53.8% de las pacientes el diagnostico de cancer de cérvix se realizd
mediante exploraciéon bajo anestesia y toma de biopsia, en la cual el estudio
anatomopatologico confirmé el diagnodstico.

El tipo histologico predominante en nuestra serie fue el carcinoma epidermoide
moderadamente diferenciado, mientras que el adenocarcinoma cervical alcanzé un
porcentaje de prevalencia semejante al hallado en la literatura®. Aunque en la
actualidad se estima que la prevalencia del adenocarcinoma cervical estd aumentando,
nuestros resultados coinciden con las cifras publicadas en los estudios epidemiologicos
hasta la fecha, un 19%.

En relacion a los hallazgos en el estudio realizado en 34 de los casos de cancer
de cérvix, la presencia del VPH fue positiva en un 97.1% de los mismos, por lo que
suponemos, segin los diferentes estudios publicados, que los hallazgos
inmunohistoquimicos tienen relacion directa o indirecta con la presencia del ADN viral.
Nuestros resultados demuestran, una vez mas, que una tasa mayor del 95% de los
carcinomas de cuello uterino poseen secuencias de ADN-VPH, confirmando asi su
estrecha relacion etiopatogénica con la carcinogénesis cervical.

En relacion a los tipos virales mas frecuentes, la evidencia epidemiologica y
molecular indica claramente que ciertos tipos de VPH son la principal causa del cancer
invasor de cérvix. En este estudio, de los casos positivos para ADN-VPH, el mayor
porcentaje presentd infeccion por un tipo especifico de VPH de alto riesgo,
especificamente el genotipo VPH 16. Por lo tanto, nuestros resultados confirman que,
en nuestro medio, el VPH16 también es el tipo viral de alto riesgo mas frecuentemente
asociado al cancer de cérvix y se presenta indistintamente tanto en carcinomas
epidermoides como en adenocarcinomas. EI VPH 16 no so6lo se detectdé como tipo

especifico sino también en co-infeccion con otros tipos virales. La infeccion por varios
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tipos de VPH es un hallazgo comun en pacientes con cancer de cérvix y concretamente
el genotipo que mas se asociaba en co-infeccion es el VPH 18.

En la eficacia de los métodos moleculares para la amplificacion y deteccion del
ADN-VPH, especificamente la técnica de PCR, tiene gran influencia el tamafio del
segmento de ADN viral que se amplifique. Asi pues, mientras mas pequefio es el
fragmento gendmico es mas factible detectar bajas concentraciones de secuencias
virales, en particular, a partir de tejido incluido en parafina, el cual se caracteriza
porque frecuentemente el ADN puede sufrir dafos que conllevan a la degeneracion o
fragmentacion del mismo, haciendo mas dificil la deteccion de ADN viral integrado.
Por ello es por lo que en ciertas ocasiones es dificil llegar a tipificar el virus presente en
la muestra de cancer de cérvix como ha ocurrido en algunos de nuestros casos.

Como ya describimos al comienzo de la revision, los puntos de control del ciclo
celular tienen una funcién importante en el mantenimiento de la fidelidad e integridad
de la replicacion y reparacion del genoma. Alteraciones en el proceso de interrupcion
del ciclo celular permiten que células con genomas inestables evolucionen a células
cancerosas. En consecuencia, los puntos de control del ciclo celular representan una
buena opcion para la aplicacion de los agentes quimioterdpicos. Los controles
moleculares de la progresion del ciclo celular pueden proveer nuevos blancos para
agentes citotoxicos. Nuevos productos génicos o productos de genes sobrexpresados en
canceres especificos proveen otros blancos potenciales para la terapia contra el cancer.

Existen algunas proteinas que se expresan o bien solamente en procesos
displasicos y neoplasicos, o bien con mayor intensidad en estos procesos'”. Estas
proteinas son detectadas inmunohistoquimicamente. Entre ellas estan Ki-67, bcl-2 y

ciclina D1.
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Una vez que hemos expuesto el ciclo celular, resulta facil comprender que las
mutaciones que alteran la regulacion de la actividad de las cinasas y de las CDK
favorecen la proliferacion celular. El entendimiento de como estas proteinas interactian
en dicha regulacién ha proporcionado la informacion requerida para el descubrimiento
de dianas que presentan alteraciones y que son la base del desarrollo del cancer. De
hecho, parece que los percances que afectan a la expresion de la ciclina D o de CDK4
son frecuentes en la transformacion neoplasica'**'*.

La sobreexpresion de los principales representantes de los inhibidores de CDK
dependientes de ciclina (p16, p21 y p27) es una de las alteraciones que se mantienen
constantes en el cancer de cérvix que expresa las oncoproteinas de los papilomavirus
humanos de alto riesgo'*’.

La ciclina D1 se sobrexpresa en muchas de las neoplasias humanas como
resultado de la amplificacion o translocacion de su gen, localizado en el locus D1, en el
cromosoma humano 11q13. La amplificacion del cromosoma 11q13 es frecuente en un
amplio espectro de canceres en el adulto que incluyen al carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (43% de los casos), carcinoma de eso6fago (34%), cancer
de vejiga (15%), carcinoma primario de mama (13%), tumores pulmonares de células
pequenias y carcinomas hepatocelulares (10%). Por lo que nos ha parecido interesante
estudiar la inmunoexpresion de la ciclina D1 concretamente en el cancer invasor de
cérvix y su valor prondstico.

En diferentes estudios la expresion de ciclina D1 ha sido asociada con la
infeccion por VPH y se ha observado una buena correlacion entre ciclina D1 y la
expresion de la oncoproteina E7.

Revisando la literatura observamos que existe una variabilidad de resultados

desde la ausencia de expresion de ciclina D1 en el epitelio cervical normal a una
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gradacion de expresion en el carcinoma invasor de cérvix'>"'*%,

La inmunoexpresion
nuclear de ciclina D1 se observa en células parabasales y basales en cérvix normales.
Dicha inmunoexpresion disminuye al aumentar el grado de displasia llegando a la
ausencia de expresion, tanto en displasias severas como en carcinomas €scamosos
infiltrantes. Sin embargo, si evaluamos la inmunoexpresion citoplasmatica de ciclina
D1, observamos incremento progresivo desde la displasia hasta el carcinoma
escamoso' . Se ha demostrado que la ciclina D1 se traslada del nucleo al citoplasma
cuando la célula estd en fase G1 y entra en fase de sintesis. Por, tanto respecto a la
inmunoexpresion de ciclina D1 cuanta mayor proliferacion, mas niimero de células en
fase de sintesis y en consecuencia mayor expresion de ciclina D1 citoplasmatica'>*"'.

En este estudio, hemos evaluado la inmunoexpresion de la ciclina D1 en el
cancer invasor de cuello de utero, revelando niveles de expresion correspondientes a un
60.2% de los casos. De los 75 cancer de cérvix en los que se pudo evaluar 47 fueron
considerados positivos a este marcador. En aquellos que presentaron positividad a la
ciclina D1 se evalu6 el patréon de expresion y se observd que en la mayoria de estos
casos (26) la expresion era tanto nuclear como citoplasmatica, con mayor expresion
citoplasmatica pero no llegaba a ser significativa la diferencia como lo publicado en
algunos estudios mencionados previamente.

La supervivencia de aquellos casos con expresion positiva a la ciclina DI
respecto a los que no la expresaban, como hemos comentado previamente, no presentod
diferencias significativas (80% versus 85.2% respectivamente).

Respecto al estudio de la expresion de la ciclina D1 dependiendo al tipo
histologico del tumor y al grado de diferenciacion no aportd informacion relevante.

Donde se observaron diferencias estadisticamente significativas fue en el patrén

de expresion de la ciclina D1 en los diferentes estadios. Asi observamos como a medida
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que el estadio del tumor iba avanzando, el porcentaje de casos que expresaban la ciclina
D1 era mayor en detrimento de aquellos que no tenian expresion de este marcador. En
nuestra serie, en el estadio III el porcentaje de casos con inmunoexpresion positiva era
de un 84.6% y en el estadio IV el 100% de los casos. Este hallazgo puede ser de
utilidad para futuros estudios. Seria interesante comparar con un mayor tamafio
muestral en estadios Il y IV la expresion de ciclina D1 con respecto a estadios I y II.

El patron de expresion de estas células positivas a la ciclina D1 era tanto nuclear
como citoplasmatico.

En cuanto a bcl-2, la importancia de su estudio radica en que al ser su funciéon
antiapoptotica su sobreexpresion puede prevenir la apoptosis en células que estan
danadas. Esto puede llevar a una division continua de las lineas de células mutadas y
eventualmente al cincer. También la sobreexpresion de bcl-2 puede contribuir a las
metastasis en ciertos canceres.

En la revision bibliografica realizada hemos encontrado como la sobreexpresion
de bcl-2 y su importancia prondstica han sido estudiadas en varios tipos de cancer;
aparte de en el linfoma folicular de células B, se ha estudiado en el melanoma, los
carcinomas de mama, pulmon y préstata. Sin embargo, los datos sobre el carcinoma de
células escamosas de cérvix son limitados y los resultados contradictorios.

Asi tenemos estudios que publican que la inmunoexpresion de bcl-2 es escasa
en cérvix normal y se incrementa en displasisas y céncer. Algunos autores incluso
sugieren que la inmunopositividad de bcl-2 y p53 en carcinomas invasores de cérvix se
asocian a infeccion por VPH de forma que pueden constituir un marcador
independiente para céncer cervical®.

En estudios in vitro también se ha demostrado que la sobreexpresion de bcl-2

conlleva una prolongacién de la supervivencia celular en estudios de cultivo celular. Por
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lo tanto un estudio in vivo sobre esta proteina reguladora de la apoptosis nos puede
ayudar a parte de la comprension de la patogénesis molecular subyacente en el
desarrollo del cancer cervical®'*,

En nuestro estudio evaluamos la expresion de bcl-2 en una serie de tejidos
obtenidos de carcinoma invasor de cérvix, en un intento de elucidar la expresion de esta
oncoproteina en el cancer de cuello de ttero. Los resultados que hemos obtenido en los
77 casos estudiados, es que en 55 de ellos, que corresponden a un 70.5% de los casos,
no hay expresion de bcl-2.

Hasta ahora, los resultados que se han obtenido como hemos comentado
previamente han sido contradictorios. Se ha demostrado en algunos estudios bcl-2 como
predictor de mal prondstico independiente en el cancer de cérvix'>>. Por otra parte, otros
estudios no han revelado ninguna correlacion estadisticamente significativa con
resultados adversos'**. En nuestro estudio, no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa entre la expresion de bcl-2 y el carcinoma invasor de cérvix. Tampoco
hubo diferencias significativas cuando se estudi6 dependiendo del tipo histologico,
grado de diferenciacion y estadio del tumor.

135
1.

Cheung et al. ™, en el analisis que realizé en 44 pacientes con adenocarcinoma

cervical, encontrd que aquellos casos que tenian un aumento en la expresion de bel-2 se
correlacionaban con un peor prondstico. Sin embargo otros autores como Jain et al."*,
no encuentran correlacion entre el prondstico clinico y bel-2. En un estudio realizado
por Aletra'®’ en carcinomas epidermoides de diferentes grados de diferenciacion resulto
que la proteina bcl-2 se expres6 mas frecuentemente en los carcinomas bien
diferenciados que en los pobremente diferenciados.

Los resultados conflictivos pueden ser debido a diferencias en el manejo y

tratamiento del marcador y las muestras en los diferentes estudios, asi como a las
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diversas interpretaciones subjetivas de la intensidad de la tincion y las diferencias en la
distribucion de los puntos de corte para la tincion positiva que puede afectar la
correlacion con los resultados clinico-patologicos.

El estudio inmunohistoquimico de la proteina Ki-67 es un método fiable de la
evaluacion de la proliferacion celular tumoral. La expresion de Ki-67 muestra
correlacion con un mal prondstico en ciertos tipos de céancer, sin embargo, el valor
clinico del indice de proliferacion para el prondstico del cancer cervical sigue siendo
incierto. A pesar de varios estudios los resultados son en gran parte contradictorios,
debido a un namero limitado de sujetos o diferencias en el tratamiento' ",

Los estudios en otros tipos de tumores en los que el indice de proliferacion
celular si estd en relacion con el valor prondstico, hacen que se mantenga la hipdtesis
de que a una mayor actividad proliferativa de las células tumorales se correlaciona con
un perfil mas agresivo de la enfermedad y en una alta frecuencia de recurrencia o de
metastasis'>”' %

La expresion de Ki-67 ha sido estudiada en lesiones displédsicas y carcinoma,
observandose un incremento de la expresion de Ki-67 acorde con el incremento de la
displasia hasta el carcinoma in situ, pero no se ha observado relacién con la presencia
de metastasis, ni valor prondstico.

Aunque la actividad proliferativa ha sido estudiada por algunos autores como un
factor prondstico, en células escamosas de cancer cervical los resultados han sido
contradictorios'*""'**. Algunos autores sugieren que una alta expresion de Ki-67 se
correlaciona con una pobre supervivencia, sin embargo, otros no encuentran correlacion
entre la expresion de Ki-67 y el pronostico'*'**.

En nuestro grupo de pacientes que presentan un carcinoma cervical invasivo, la

expresion de Ki-67 no es un factor prondstico estadisticamente significativo en cuanto a
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la supervivencia global. La media del indice proliferacion es de un 27% (tasa
moderada), y al hacer nuestra curva de supervivencia en funcioén de si presenta mayor
indice proliferacion de la media o menor, la supervivencia global es de un 79.7% versus
un 82.1% respectivamente.

La evaluacion de la actividad proliferativa también ha sido medida considerando
el grado de diferenciacion tumoral. Pahuja y colaboradores™ publicaron que el indice
de crecimiento medido con Ki-67 y AgNOR fue mayor en un niimero significativo de
carcinomas pobremente diferenciados en comparacion con los carcinomas con buena o
moderada diferenciacion, siendo este hallazgo correlativo con la agresividad tumoral.
Sin embargo, se ha publicado que la actividad proliferativa también se eleva en

145,146 . . .
1", En estas discrepancias, es posible que

carcinomas con diferenciacion tumora
influya la accion de las oncoproteinas virales y el grupo tumoral estudiado.

En nuestro estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la proliferacién de Ki-67 en funcion del grado de diferenciacion. Respecto
al tipo histolégico, el tnico dato destacable fue que en el caso de tumor adenoide
quistico, el indice de proliferacion celular fue bastante alto con respecto a la media, de
un 98%.

Donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas fue al evaluar
el indice de proliferacion celular en funcion del estadio del tumor. Observamos como a
medida que el estadio del tumor evolucionaba las tasas de proliferacion celular eran
mayores.

Los resultados variables pueden ser debidos a la falta de consenso en cuanto

metodologia, especialmente en la definicion de los valores de corte de las tasas de

proliferacion en baja, moderada o alta en las células tumorales.
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También parece ser, segun diversos estudios publicados, que lo que se ha
demostrado es que la expresion inmunohistoquimica de Ki-67 estd incrementada en las
lesiones intraepiteliales de alto grado pero que va disminuyendo a medida que crece el
tumor y por eso en el cancer invasor de cérvix aun existen resultados contradictorios en
cuanto a su estudio.

Revisando la literatura también se observan resultados diversos respecto a la
relacion de los marcadores entre ellos. Hay autores que han estudiado la relacion entre
Ki-67 y la expresion de ciclina D1, cuyos resultados son que el porcentaje de Ki-67 es
mas alto cuando la expresion de ciclina D1 es detectada en el citoplasma y el porcentaje
de células positivas a ciclina D1 aumenta con la severidad de la lesion'.

En nuestra serie, respecto al analisis de correlacion realizado entre los

marcadores con evaluacion inmunohistoquimica, no hubo significacion estadistica.

Limitaciones del estudio: nuestro estudio sin duda presenta varias limitaciones
como son el andlisis retrospectivo de los casos, en los cuales en algunos de ellos nos
faltaba informacion, asi como de las muestras. El tamano del estudio se vio reducido en
un nimero de casos ya que no disponiamos de muestras de tejido, bien porque eran
diagnosticos extraclinicos, o fueron casos que se trataron con radioterapia y por tanto
en las muestras obtenidas no disponiamos de tejido tumoral para evaluar. También
existid limitacion en algunos casos debida a la dificultad del andlisis de estos
biomarcadores en muestras tumorales de escaso tamafio o con escasas células
tumorales. Para el correcto analisis del ADN del VPH y de la inmunohistoquimica se
precisa de muestras tumorales procesadas correctamente y con suficiente material

disponible para el analisis.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

El desarrollo de nuevas estrategias preventivas y quimioterapéuticas para el
tratamiento del cancer requerirda de un mejor entendimiento de los constituyentes
moleculares de los puntos de control del ciclo celular y de la maquinaria de reparacion
del ADN'Y. Sin embargo, se pueden hacer algunas predicciones. Las estrategias para
favorecer la muerte celular por apoptosis son mas efectivas que aquellas que intentan
interrumpir la progresion de la proliferacion celular; ademas, las células cancerosas
frecuentemente pierden los puntos de control del ciclo celular y las funciones de
reparacion, o ambas. La supervivencia de las células cancerosas a la quimioterapia o
radioterapia dependera de los puntos de control especificos y/o mecanismos de
reparacion que han sido alterados, permitiendo ya sea susceptibilidad a estos agentes
cuando la reparacion del dafio es més importante para sobrevivir, o bien, resistencia
cuando la respuesta apoptotica es prioritaria. Ademas, sera posible caracterizar los
tumores individuales por sus puntos de control y estados de reparacion y, por lo tanto,
predecir su respuesta a terapias particulares.

Los controles moleculares y las distinciones bioquimicas entre las células
cancerosas y normales en los mecanismos de control proveen nuevos blancos
potenciales para las terapias antineoplasicas, asi como métodos para la identificacion de
agentes que afectan estos nuevos blancos'*.

Si el desarrollo de inestabilidad gendmica contribuye a la transformacion celular
y a la progresion del céancer, entonces las estrategias que reducen la inestabilidad
podrian disminuir la incidencia o el porcentaje de desarrollo de cancer.

La terapia génica representa una alternativa como tratamiento contra el cancer,
pero ésta tiene sus limitaciones. Se aplicaria terapia génica, si se tratase de

enfermedades con fondo genético que sean terminales, y si la aplicacion de tratamientos
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actuales no tuviese ningin efecto. Asi, el cancer con base genética, en estadios
avanzados, terminal e incurable, representa un buen candidato para aplicar estas
manipulaciones genéticas.

Las vacunas terapéuticas frente a VPH estan constituidas por péptidos
homologos a las proteinas virales E6 y E7, y estarian indicadas en el tratamiento de
displasias y cénceres invasivos de cérvix, o como terapia adyuvante en recidivas o
metastasis. Como el desarrollo de las vacunas terapéuticas se encuentra alin en estudio,
el impacto de esta otra estrategia tardard en producirse. En cualquier caso, ya en estos
ultimos afios hemos presenciado uno de los grandes descubrimientos de la medicina
actual como es la vacuna para la prevencion del cancer de cérvix. Y en las proximas
décadas estaremos, sin lugar a dudas ante uno de los descubrimientos mas importantes:

el tratamiento de un cancer mediante vacunacion.
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VI. CONCLUSIONES



1.  Los hallazgos, en nuestra serie, corroboran los publicados en estudios
previos sobre carcinoma de cérvix: edad media en torno a los 50 afios, pacientes
mayoritariamente multiparas, tipo histologico mas prevalente el carcinoma epidermoide

moderadamente diferenciado, y frecuencia de adenocarcinoma alrededor del 20%.

2. En nuestro medio, la mayoria de las pacientes se siguen diagnosticando
cuando ya tienen sintomas, principalmente metrorragia, y en estadio avanzado (IIB), a

pesar de las campanas de cribado que se estan realizando.

3. La frecuencia del ADN-VPH, especificamente el genotipo viral 16, en la
serie de tumores estudiados ratifica las observaciones de otras investigaciones, segun
las cuales es el VPH el agente causal necesario e inductor del desarrollo de la neoplasia
cervical, tanto de origen epidermoide como glandular. Nuestros resultados demuestran,
una vez mas, que una tasa mayor al 95% de los carcinomas de cuello uterino posee
secuencias de ADN-VPH, confirmando asi su estrecha relacion etiopatogénica con la

carcinogénesis cervical.

4.  El genotipo VPH 16 es también en nuestro medio el tipo viral de alto
riesgo mas frecuentemente asociado al cancer de cuello uterino y que, ademads, se
presenta indistintamente tanto en carcinomas epidermoides como adenocarcinoma
cervical, constituyendo también en este Ultimo un factor de riesgo clave para su

desarrollo.
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5. Las células cervicales malignas inmortalizadas por la expresion de los
oncogenes del VPH de alto riesgo muestran una serie de alteraciones en los principales
mecanismos reguladores del ciclo celular, que se ven reflejadas en la inmunoexpresion
aberrante de las ciclinas de la fase G1 (principalmente de la ciclina D1) y en el

incremento de marcaje con Ki-67.

6. La expresion inmunohistoquimica de bcl-2 no presenta, en nuestra serie,
valor prondstico, como se refleja en su falta de correlacion con la supervivencia y otros

factores pronosticos clasicos.

7. La inmunoexpresion de ciclina D1 y Ki-67 aumenta a medida que el

estadio del tumor progresa, por lo que deben considerarse como marcadores biologicos

complementarios en la progresion del cancer de cérvix.
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