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Introduccioén

1. EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma de cérvix es la quinta heoplasia mas frecuente en la poblacion general. En la
mayoria de paises subdesarrollados es la neoplasia con mayor incidencia en mujeres,
alcanzando una tasa de 26 casos nuevos/100000 habitantes/afio en los paises del Centro y
Sur de América. En los paises desarrollados la tasa de incidencia es menor, estimandose en
menos de 15 casos nuevos al afio/ 100000 habitantes (Parkin et al, 1993). Espafia, junto

con Israel, Kuwait e Irlanda, presenta una de las incidencias méas bajas (5.7/100000hab/afo)

(Whelan et al, 1990), aunque en la provincia de Las Palmas es mayor (8.07/100000hab/afio)

(Lubrano et al, 1999). Con la introduccién de la tincién de Papanicolau, se ha conseguido un
aumento del diagnéstico precoz de la enfermedad, obseNéndose en los paises que llevan a
cabo programas de screening adecuados, una disminucién de la incidencia y de la
mortalidad (Wingo et al, 1995). A pesar de ésto, el cancer de cérvix es la 22 causa de
muerte por cancer en mujeres en todo el mundo (Schéell et al, 1999). La tasa de mortalidad
en paises subdesarrollados continia siendo muy elevada (10-24 fallecimientos /100000
habitantes /afio), particularmente en Latinoamérica, Africa, India y Este de Europa (Pisani et
al, 1993). En paises desarrollados esta alrededor de 4 fallecimientos/100000 habitantes

/afo.

En contraste con otros tumores ginecologicos, el carcinoma de cérvix tiene una incidencia
relativamente alta en mujeres de edad media. La enfermedad es poco frecuente en menores
de 25 afios, su incidencia va aumentando hasta los 35-39 afios estabilizandose a los 65-69
afios, y posteriormente disminuye. El pico de incidencia maximo en Espafia esta entre los
40-50 aios (Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstelricia, 1997).

Ackerman y del Regato (1977) han postulado una resistencia genética a los tumores de
Fcérvix en las mujeres de raza judia, debido a la menor incidencia que se ha observado en
ellas. Al principio se pens6 en la circuncision del varén judio como un factor de proteccion
(Terris et al, 1973), pero no se ha demostrado que las mujeres de otras razas con parejas
circuncidadas, presenten con menor frecuencia este tipo de tumores. La diferente incidencia
observada eh las mujeres en USA segun el grupo étnico, es probablemente debida a

factores de riesgo, que no estan relacionados con la raza (Schéell et al, 1999).
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Introduccién

La acti\)idad sexual se . considera un factor de riesgo, presentando mayor incidencia las
mujeres que iniciaron relaciones sexuales a edad temprana, aquellas con historia de
promiscuidad o qué hubieran. ténido un numero elevado de. gestaciones, asi como la
promiscuidad sexual del compariero (Skegg et al, 1982). En un estudio caso-control
realizado en la India (Agarwal et al, 1993), se analizaba la influencia del factor masculino,
observandose que el riesgo de presentar carcinoma cervical eré mayor cuando el marido
habia mantenido relaciones previas al matrimonio o extramaritales con 3 6 mas mujeres, y
cuando tenia historia de enfermedades de trasmisién sexual. Se han estudiado otros
factores incluido el tabaco, las inmunodeficiencias, los déficits de vitaminas Ay C y el uso
de anticonceptivos orales, sin llegar a resultados concluyentes (Meanwell, 1991; Bosch et al,
1992; Agarwal et al, 1993).

2. ETIOLOGIA

Los agentes causantes del cancer de cérvix no son totaimente conocidos, a pesar de las
numerosas teorias existentes, aunque si se han demostrado factores predisponentes y
asociados.

2.1 Virus. Se ha pensado en un agente transmitido por via sexual como causa del
carcinoma de cérvix. Se han identificado virus, como el herpes virus tipo Il y el virus de
Epstein-Barr, asi como titulos elevados de anticuerpos contra los mismos, en un porcentaje
mayor en las mujeres con cancer de cérvix respecto a un grupo control, aunque sin que
pueda establecerse un papel etiblégico directo (Kessler, 1990; Meanwell, 1991).

Durante la ultima década, han sido numerosos los estudios que apuntan directamente al
papilomavirus (HPV) como agente causal del carcinoma de cérvix (zur Hausen, 1991, Bosch
et al, 1995). La familia papiloma\)ifus esta formada por un grupo de virus con mas de 70
genotipos diferentes. Mas de 35 tipos se relacionan con infecciones del tracto anogenital, y
al menos 20 se asocian con canceres invasivos. S6lamente algunos de estos subtipos son
frecuentes en el cancer de cérvix. Se ha demostrado ademas, que la persistencia de la
infeccion por HPV refleja la existencia de neoplasia intraepitelial, reforzando asi la idea del
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HPV, una de las infecciones méas frecuentes de transmision sexual, como causa central de
neoplasia cervical (Ho et al, 1995). En la serie de Bosch et al (1995) con mas de 1000
pacientes con carcinoma infiltrante de cérvix, el HPV 16 estaba presente en el 50%, seguido
del HPV 18 (14%), HPV 45 (8%) y HPV 31 (5%). Los estudios mas recientes han detectado
DNA de distintos HPV de alto riesgo (especialmente los tipos 16 y 18) en el 90% de los
carcinomas cervicales (Dellas et al, 1997; Lazo, 1999), proporcionando una fuerte evidencia
del papel causal del HPV en el desarrollo de carcinoma de cérvix .

Los HPV codifican las proteinas E6 y E7, las cuales tienen capacidad para interaccionar con
dos genes supresores tumorales, p53 y Rb. En el 50% de los tumores sélidos se encuentra
una p33 anomala, debido fundamentalmente a mutaciones en el gen. Sin embargo, s6lo el
7% de los carcinomas de cérvix presentan mutaciones del gen (Lazo, 1999). La alteracioén
de la funcién supresora de p53 se debera, fundamentalmente, a alteraciones en la
funcionalidad de su producto proteico. Asi, la proteina viral E6 se uniria a la proteina p53
iniciando su rapida degradacién e impidiendo su normal funcionamiento (Bonn y Bradbury,
1998). La alteracion de p53 conduce a una disrregulacion del balance tisular entre
proliferacion y apoptosis, predominando la primera, permitiendo la promocion y progresion
tumoral. El retinoblastoma gen (Rb) codifica una proteina (pRb) que suprime la proliferacién
celular, mediante la inactivacion de la proteina E2F. La proteina viral E7 inhibe a la pRb, con
lo que E2F queda libre para mantener la proliferacién, incluso en células con alteraciones en
su genoma y que no han entrado en apoptosis por alteracion de p53 (Figura 1).

Figura 1: Alteracion en el funcionamiento de p53 y pRb mediado por las proteinas E6 y E7 del HPV.
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Si bien el mecanismo por el cual HPV puede inducir cancer de cérvix parece bien estudiado,
existe una gran variabilidad en la posibilidad de padecer este tumor entre mujeres infectadas
por HPV. Esta variacién puede ser debida, a la presencia de arginina o prolina en la posicion
72 de p53, obsérvéndose en estudios in vitro, que E6 degrada ambas formas de p53,
aunque p53-prolina (p53-Pro) es mucho mas resistente a la degradacion por E6 que p53-
arginina (p53-Arg). En un estudio,Coh 30 tumores de cérvix y 42 controles, se observo una
diferencia significativa en la présencja de p53-Arg entre tejidos tumorales y controles (76.7%
Vs 36.5%), concluyendo los autores que la forma homozigota de p53-Arg tiene 7 veces mas
capacidad de desarrollar carcinoma de cérvix que la forma heterozigota Pro/Arg (Storey et
al, 1998). Este hecho podria explicar porqué no todas las mujeres con infeccion por HPV
desarrollan carcinoma de cérvix.

2.2 Alteraciones cromosoémicas. El epitelio cervical puede ir acumulando mutaciones,
progresando hacia lesiones malignas e invasivas. Las alteraciones genéticas que se
encuentran en el carcinoma de cérvix, son debidas fundamentalmente a la incorporacion del
DNA del HPV en localizaciones cromosémicas especificas, aunque existen otras
alteraciones que suceden de forma recurrente, y que son producidas por agentes
desconocidos hasta el momento. Entre ellas, la que mas frecuentemente se observa, es la

pérdida de heterozigotidad cromosomica (LOH), especialmente la pérdida del brazo corto -

del cromosoma 3y 5 (Tabla 1).

TABLA 1: Cromosomas con pérdida de heterozigotidad (LOH) en carcinoma de cérvix.

Estudios N° pacientes LOH
Kuetal, 1997 30y 5
Khono et al, 1993; Mitra et al, 1994; Karisen et al, 1994, 51 (38_%005’ )
Mitra et al 1995; Mullokandov et al, 1996. °
_ : 11q (46%)
Kersemaekers et al, 1998 . 64 17q (38%)
. 3p (41%)
Huettner et al, 1998 58 3p, 6p, 11q (66%)

En el estudio de Ku et al (1997) se analiz6 la relacién entre las alteraciones a nivel de 3p y
5p, y la inactivacion de p53. La pérdida de heterozigotidad de 5p se correlacion6 de forma
significativa con la inactivacion de p53 (p<0.001), demostrada por mutacion, deleccion o
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degradacion de p53, probablemente debida a infeccion por HPV. Esto apoya la hipétesis de
la existencia de una via p53-dependiente en la tumorigénesis del carcinoma de cérvix. La
pérdida de heterozigotidad en 3p fue independiente de la inactivacion de p53, lo que sugiere
una via p53-independiente, debida a la alteracion de otros genes supresores todavia no
identificados. Estos resultados han sido posteriormente confirmados por Fogel et al (1998) y
- Lazo (1999). La existencia. de Vias independientes a p53, podria justificar la presencia de
carcinoma de cérvix en ausencia de'infec'cién por HPV. Por ofra parte, la presencia de
lesiones cervicales que fegresan espontaneamente (zur Hausen, 1989), sugieren la
necesidad de otros factores, aparte de la infeccion de HPV, para desarrollar tumores
invasivos. ‘

La seropositividad para el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) se ha asociado a una
alta incidencia (>40%) de lesiones intréepiteliales escamosas (SIL) y carcinoma invasivo de
cervix (Maiman et al, 1993). En parte es debido a un solapamiento de factores de riesgo de
las dos enfermedades, aunque también las alteraciones en la inmunidad podrian tener un
papel en el desarrollo del carcinoma cervical (Schafer et al, 1991; Buehler et al, 1992).
Algunos autores han sugerido un curso de la enfermedad més agresivo en estas pacientes
(Schwartz et al, 1991; Serur et al, 1995).

2.3 Hormonas. El cancer de cérvix se puede inducir.de forma experimental en animales,
mediante la administracién de hormonas y otros carcinégenos quimicbs.

Es conocida la asociacion entre exposiciéon prenatal a dietilestilbestrol y el desarrollo de
adenocarcinoma de‘ células claras de cérvix o vagina (Herbst et al, 1978), aunque con una
incidencia baja (0.14-1.4 casos/1000 mujeres expuestas).

No se ha podido establecer una relacion directa entre cancer de cérvix y el uso de
anticonceptivos. Solo en el estudio de Bosch et al (1992) con 436 casos de carcinoma de
cérvix y 387 controles, las mujeres infectadas por HPV que tomaban anticonceptivos orales,
tenian un incremento de hasta 6.5 de riesgo relativo de padecer cancer de cérvix. Se ha
demostrado in vitro, que las hormonas esteroideas aumentan la expresiéon de E6 y E7 e
interfieren en la resolucion de lesiones cervicales HPV-inducidas. La significacion clinica de
estas observaciones tendran que ser analizadas en estudios prospectivos (von-Knebel-
Doeberitz et al, 1997).
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3. HISTORIA NATURAL Y VIAS DE DISEMINACION

El carcinoma de células escamosas de cérvix se origina generalmente en la unién
escamocolumnar (zona de transformacién) del canal endocervical y la portio, a partir de
lesiones. epiteliales escamosas no invasivas. Estas lesiones se denominan actualmente
Iesiones intraepiteliales escamosas (SIL), y engloban los términos antiguos de displasia y
neoplasia intraepitelial cervical (CIN), pudiendo ser de bajo grado (CIN 1) y de alto grado
(incluye CIN Il y CIN Hll). El curso evolutivo del SIL es impredecible, pudiendo regresar,
estacionarse o prégresar, estando la probabilidad de evolucion a carcinoma infiltrante,
directamente relacionada con el grado de severidad de la lesion. Actualmente se cuestiona
el concepto clasico segin el cual, el SIL de bajo grado es el precursor del SIL de alto grado,
y se sugiere que este ultimo podria originarse “de novo” sobre el epitelio.

Cuando las células heoplésicas rompen la membrana basal se produce la invasiéon del
estroma. .EI tiempo que se estima necesario para la progresion desde las lesiones iniciales a
carcinoma invasivo varia de 10 a 20 anos (Barron et al, 1970). La lesion puede seguir
creciendo, manifestandose como una Ulcera superficial, un tumor exofitico del exocérvix o
como una infiltracion extensa del endocérvix. En su progresién puede alcanzar los fornix
vaginales o los tejidos parametriales y paracervicales, con invasién directa a vejiga, recto o
ambos.

La relacion entre el crecimiento local y la extension paracervical ha sido evaluada por
Landoni et al (1995) en 230 piezas de histerectomia radical con linfadenectomia pélvica
realizada en pacientes con estadio IB y IlA. El tumor se extiende desde el endocérvix en
todas direcciones de la misma manera. La extension hacia los ligamentos vesicocervicales
(parametrio anterior) se observé en el 23%, hacia los ligamentos uterosacros (parametrio
posterior) y el septo rectovaginal en el 15%, y hacia los parametrios laterales izquierdo y
derecho en el 34% y en el 28% de los casos respectivamente. La extension .paracervical se
relacioné con la profundidad de la invasion estromal, el tamario tumoral, la invasion linfatica
y la presencia de ganglios metastasicos.
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'El carcinoma de cérvix se extiende hacia el segmento uterino inferior y la cavidad
endometrial en el 10-30% de las pacientes (Pérez et al, 1981).

La diseminacién linfatica y hematégena se produce dependiendo del estadio tumoral, pero
no siempre sigue una secuencia ordenada, y ocasionalmente puede verse, un carcinoma
invasor pequefio que infiltra ganglios, invade vejiga o recto, o da metastasis a distancia. El
cérvix tiene una red linfatica muy extensa, sobre todo en las capas musculares, y una vez
que se ha producido la invasién de estas estructuras, 'existe una alta probabilidad de
diseminacién ganglionar. El carcinoma de "cérvix puede metastatizar a los ganglios
paracervicales y pérametriales, a los ganglios obturadores, de la iliaca externa, y a los
ganglios hipogéstricos; desde ahi hacia ganglios de la iliaca comiin y paraa6rticos. Se ha
visto una estrecha correlacién entre la afectacion de ganglios parametriales y de ganglios
iliacos, de manera due, si los ganglios parametriales no estan afectados la presencia de
ganglios iliacos metastésidos es del 26%, mientras que asciende al 81% si los ganglios
parametriales son positivos (Girardi et al, 1989). Estos datos podrian ser relevantes a la
hora de decidir el tfatamiento con irradiacion.

La afectacion ganglionar varia segun los estadios y su pdrcentaje esta en funcion del
método con que se estudie (linfografia, cirugia, TAC) (Tabla 2).

TABLA 2: Incidencia de metastasis ganglionares por estadios en el carcinoma de cervix.

Est B Estli Est il Est IVA
Morton etal, 1964 16% 32% 47%
Fyles et al, 1995 (1) 27% 30% 33% 72%
Benedetti-Panici et al, 1996 (2) 14% 16% 28%
Ogino et al, 1997 (3) 5.7% 18.1% 27.8%
Cosin et al, 1998 (2) 39% - 43% 66% 66%
1: Por Linfografia
2: Por Cirugia
3: Por TAC
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4. ESTADIAJE

- El sistema de estadiaje inicial fue propuesto en 1929 por un subcomité de la Liga de
Naciones, siendo revisado posteriormente en 1937 y 1950. Esta funcion fue asumida mas
tarde por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO), en colaboracién
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Union Internacional Contra el Cancer
(UICC). Las dos ultimas revisiones se hicieron en 1987 y en 1995, quedando la clasificacion
actual como podemos ver en la tabla 3.

En la revision de 1987 se definio el estadio IA1 como invasién estromal microscopica
(€£3mm), y el estadio IA2 como la invasiéon <5 mm en profundidad y <7 mm en extensién
horizontal. Kolstad et al (1989) revisaron los resultados del tratamiento de 643 pacientes y
los reestadiaron segin la nueva clasificacion como estadios IA1 y IA2. Tres de los 232
pacientes (1.3%) con estadio IA1 y doce de los 411 pacientes (2.9%) con estadio 1A2
tuvieron recidiva local, confirmando la validez de la modific;aéién de la clasificacion. Ademas,
la incidencia de metastasis ganglionares se relacioné con la profundidad de la invasion,
siendo del 1% en el estadio IA1 y entre el 5-8% en el estadio 1A2. El estadio IB incluye
todos los tumores limitados al cérvix mayores que los definidos en el estadio 1A2,
desapareciendo el término de estadio IB oculto.

En la revision de 1995 el estadio IB se subclasificé en dos grupos en funcion del tamafio del
tumor, debido a las implicaciones pronésticas: IB1 para lesiones menores o iguales a 4 cm y
IB2 para lesiones mayores de 4 cm (Shepherd, 1995). Finan et al (1996) publicaban los
resultados tras histerectomia’ radical, de 181 pacientes con estadio IB1 (<4cm) y 48
pacientes con estadio IB2 (>4cm). La tasa de supervivencia a los 5 afios fue del 90% para el
estadio IB1 y del 72.8% para el estadio 1B2 (p<0.02).
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TABLA 3: Estadiaje del carcinoma de cérvix

AJC FIGO
TUMOR PRIMARIO (T)
Tx No se puede evaluarar tumor 1°
TO No evidencia del tumor 1°
Tis Carcinoma in situ .
T [ Carcinoma cervical limitado al Gtero (la extensién al cuerpo no se tiene en
cuenta) .
T1a IA-JCarcinoma invasivo preclinico, s6lo diagnosticado por microscopio-
T1a1 | IA1 Jinvasion estromal <3mm en profundidad y £7mm en extensién horizontal
T1a2 | 1A2 ]Tumor con invasién < 5mm en profundidad y <7mm en extensién horizontal
T1b IB  JLesién mayor que en IA o tumor macroscopico limitado al cérvix
IB1 ] Tumor < 4cm
IB2 | Tumor > 4cm
T2 I Tumor cervical que se extiende fuera del Utero sin llegar a la pared pélvica ni al
. tercio inferior de la vagina
T2a HA f Tumor sin invasién parametrial
T2b lIB ] Tumor con invasion parametrial
T3 m Tumor cervical que se extiende hasta la pared pélvica y/o al tercio inferior de la
vagina y/o causa hidronefrosis o rifién no funcionante
T3a A Tumor que se extiende a tercio inferior de vagina
T3b B Tumor que se extiende hasta la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o rifon
no funcionante = _ :
T4 IVA Tumor que invade la mucosa de la vejiga o del recto y/o se extiende fuera de Ia
pelvis
M1 IVB. | Metéastasis a distancia
GANGLIOS REGIONALES (N)
Los ganglios regionales incluyen paracervicales, parametriales, hipogastricos (obturador), iliacos
comunes, internos y externos, presacros y sacros
Nx No se puede documentar afectacién ganglionar
NO No existe afectacion ganglionar
N1 Existen ganglios linfaticos metastasicos
METASTASIS A DISTANCIA (M)
Mx No se puede documentar metastasis a distancia
MO No existen metastasis a distancia
M1 VB Metastasis a distancia

AJCC: American Joint Committe on Cancer; FIGO: International Federation of Gynecologists and Oncologists. *La presencia de

edema bulloso de vejiga no es suficiente para ser T4. (Modificado de Atlas TNM, Cuarta edicién, 1997, pp 230-236.
Springer.Verlag Ibérica, SA.1998). :
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El American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha propuesto un sistema paralelo segun
TNM (tabla 3) que se correlaciona con el de la FIGO. En ambos sistemas se incluyen todos
los tipos .histolégic_os.

El sistema de estadlaje de la FIGO se basa en la evaluacién clinica (inspeccion, palpacion,
colposcopia), Iegrado endocervical y biopsia y estudios radiolégicos (Rx de térax, TAC
abdominopélvico). La sospecha de invasion de recto y/o vejiga se confirma por biopsia,
descartando el edema bulloso de la vejiga y la inflamacién de la mucosa rectal como
criterios de afectacion.

Se han observado diferencias entre el estadiaje clinico vy el quirargico. Van Nagell et al
(1971) fueron los primeros que reconocieron estas discrepancias. Seguln datos publlcados la
diferencia es de 17-38% en los estadios |, de 21-71% en los estadios Il, y de 43-89% en
estadios I, con una diferencia global de 21.4-38.6% (Sudarsanam et al, 1978; Lagasse et
al, 1980; Chung et al, 1981; Rabin et al, 1984). En otras publicaciones estas diferencias no
son tan importantes. En el estudio realizado por la Universidad de Washington en 64
pacientes con estadios IB- llA tratadas con RT preoperatoria e histerectomia, sélamente tres
pacientes présentaron un estadio mas avanzado en el momento de la cirugia (Pérez et al,
1987). Segin Massuger et al (1997) la subclasificacién en el estadiaje clinico depende en
gran parte de la minuciosidad con que se haya realizado el estadiaje precirugia o la
basqueda de las metastasis en el momento de la laparotomia. La principal ventaja del
estadiaje quirurgico es que algunos factores de interés pronéstico, como la invasion vascular
o linfatica y la profundidad de la invasién estromal, sélo se pueden objetivar con el estudio
patolégico de la pieza.

La mayor certeza que el estadiaje quirGrgico ofrece sobre la extensién de la enfermedad,
especialmente a los territorios paraadrticos, ha motivado su inclusién en protocolos
ginecoldgicos (Lagasse et al, 1980; DiSaia et al, 1987; Stehman et al, 1991). Dentro de los
estudios randomizados realizados por el Ginecology Oncology Group (GOG), el riesgo
asociado a la afectacion de ganglios paraadrticos en el an4lisis multivariante es de 11.0 para
recidiva y de 6.2 para la supervivencia. Previamente se habia demostrado una mayor
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probabilidad de fallo extrapélvico en las pacientes con infiltracién de ganglios paraaérticos
(Berman et al, 1984). El conocimiento del estado ganglionar mediante cirugia, nos permitiria
definir los volaménes de irradiacion con mayor precision (Bolla et al, 1996) e incluso realizar
linfadenectomia previa a la RT (Potish, 1995; Cosin et al,1998). Sin embargo la tasa de
morbilidad secundaria_ a estos procedimientos no es despreciable, a pesar de las nuevas
tecnicas empleadas, y no se ha demostrado que aumente la supervivencia en este grupo de
pacientes, por lo que sélo estaria justifiéada su practica dentro de protocolos de
investigacion (Copeland, 1991; Christopherson, 1992).

La biopsia del ganglio escaleno fue propuesta por Buchsbaum (1979) para determinar la
extension de la enfermedad. Este grupo public una serie de 23 pacientes con ganglios
paradrticos positivos, a los que se habia realizado biopsia del ganglio escaleno izquierdo,
siendo en ocho (34.8%) el resultado positivo. Sin embargo, los resultados negativos
obtenidos por otros grupos (Pérez-Mesa y Spratt, 1976; Manetta et al, 1989) motivaron el
abandono de esta técnica. '

5. CLASIFICACION PATOLOGICA

Se reconocen tres categorias generales: carcinoma epidermoide, adenocarcinoma, y un
amplio grupo de tumores que engloba distintos tipos de carcinomas.

5.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE

Son neoplasias infiltrantes compuestas exclusiva o casi exclusivamente por células
escamosas malignas. Corresponden al 60-80% de todos los carcinomas de cervix.

Macroscopicamente, las lesiones precoces se localizan en el 98% de los casos en la zona
de transicion endo-exocervical. La colposcopia'suele mostrar vasos tortuosos y atipicos, y
puede observarse una induracién focal, una ulceraciéon focal o un area sobreelevada y
granular facilmente sangrante. Los tumores méas avanzados suelen extenderse tanto a nivel
endocervical como exocervical, y el crecimiento puede ser de dos tipos, exofitico (masa
polipoide o papilar) y endofitico (lesion ulcerada o nodular que produce rigidez y
engrosamiento parietal, o bien cervix maéroscépicamente normal). Microscopicamente se
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reconocen tres grandes categorias histologicas: carcinoma epidermoide queratinizante de
células grandes (formacion de perlas cérneas), carcinoma epidermoide no queratinizante de
ceélulas grandes (queratinizacion celular individual sin formacién de perlas corneas) y
carcinoma epidermoide no queratinizante de células pequefas. El gradiente histolégico
clasifica los tumores en carcinoma bien diferenciado (grado 1), con extensa queratinizacion
individual, células tumorales maduras‘y puentes intercelular; carcinoma moderadamente
diferenciado (grado 2), con mayor pleomorfismo, escasa queratinizacion individual y
ausencia de perlas corneas, y carcinoma pobremente diferenciado (grado 3) con gran
pleomorfismo y eScasa queratinizacién individual. Se puede ver también acantolisis,
responsable de un patrén pseudoglandular, depésito de amiloide en el estroma, infiltrado
eosindfilico intenso, y presencia focal de mucina intracitoplasmatica. La inmunohistoquimica
muestra positividad en casi ell100% de los casos para un amplio rango de queratinas, y un
90% de casos son positiVos para el CEA. La mayoria presentan receptores de progesterona
positivos. -

Carcinoma Verrucoso

Variante altamente diferenciada del carcinoma epidermoide infiltrante, mas tipico de la vulva
que del cervix uterino. Clinicamente simula un condiloma acum'inado, por su aspecto
verrucoso. Microscépicamente muestra un crecimiento exofitico con formacion de amplias
papilas sin tallo conectivo central (el condiloma si tiene), y grandes nidos epiteliales
invadiendo de forma expansiva la base del tumor. El epitelio escamoso carece de atipia
significativa y el indice mitético es bajo. Este tumor recidiva pero no metastatiza, por lo que
el tratamiento consiste en una amplia reseccién local.

Carcinoma Condilomatoso

Esta rara variante esta descrita también en vulva y vagina. Histolégicamente muestra una
superficie de crecimiento condilomatoso (papilas con tallo conectivo central y atipia
coilocitica), pero el margén profundo tiene los signos clasicos del carcinoma epidermoide
infiltrante. Parece un tumor menos agresivo y de mejor pronéstico que el carcinoma
epidermoide infiltrante.

Carcinoma Epidermoide Papilar (Transicional)

Es también una variante rara, con similar histologia al carcinoma urotelial vesical,
compuesto por proyecciones papilares revestidas con varias capas de células tumorales
atipicas de aspecto basalioide, y con frecuentes figuras de mitosis. El componente infiltrante
suele ser s6lo evidentemente en la base del tumor, por lo que es necesario realizar biopsia

13

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Introduccion

profunda con muestreo de la base, ya que si la biopsia es superficial puede revelar
unicamente un carcinoma epidermoide papilar “in situ”. El prondstico es similar al del
carcinoma epidermoide infiltrante. |

5.2 ADENOCARCINOMA

En las dos ditimas décadas se ha detectado un aumento de su incidencia, representando en
la actualidad entre él 5-15% de todos los carcinomas de cervix uterino. Son tumores
exofiticos (papilares o polipoides), infiltrativos (nodulares, difusos o ulcerados), o tumores
microscopicamente indetectables. Comprenden un grupo heterogéneo de tumores con gran
variedad de patrones histologicos, que con frecuencia estan mezclados, y se clasifican en
funcion del tipo histolégico predominante.

Adenocarcinoma mucinoso. Es el .tipo mas frecuente de adenocarcinoma infiltrante.
Existen tres variantes morfologicas: el tipo endocervical (similar al epitelio endocervical
normal), el tipo intestinal (similar al édenocarcinoma colorectal), y el tipo de células en anillo
de sello, que con frecuencia se asocia a los otros dos tipos morfolégicos.

Adenocarcinoma endometriode. Representa el 30% de los adenocarcinomas cervicales.
Histol6gicamente son similares al adenocarcinoma endometrial tipico, por lo que se debera
hacer el diagndstico diferencial con la invasién endocervical de este tumor.
Adenocarcinoma de células claras. Constituye el 4%, siendo mas frecuente en mujeres
jovenes. Es un tumor exofitico, que se localiza preferentemente a nivel exocervical, en
casos con antecedente de exposicion al dietilbestrol. El pronéstico es algo mejor que el
adenocarcinoma convencional.

Adenocarcinoma muy bien diferenciado o con minima desviacion (adenoma maligno).
Representa el 1%. La malignidad viene expresada por la reaccién desmoplasica del estroma
periglandular y por la atipia de las glandulas situadas a mas de 5 mm por debajo de Ia
superficie endocervical. Su pron6stico es controvertido.

Adenocarcinoma seroso. Es extremadamente raro. Histolégicamente es idéntico al
adenocarcinoma seroso del ovario o del endometrio.

Adenocarcinoma villoglandular (papilar) bien diferenciado. Es muy poco frecuente. Son
lesiones exofiticas que se asocian a SIL. Su prondstico es excelente.

14

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Introduccion

Adenocarcinoma mesonéfrico; Son tumores muy raros, originados de remanentes
mesonéfricos. El diagnéstico se realizara cuando la mucosa éndocervical esté respetada y
no exista evidencia de exposicién previa a dietilbestrol.

Carcinoma adenoide quistico y Carcinoma adenoide basal. Son variantes especificas
del adenocarcinoma cervical, que tienden a afectar a mujeres negras postmenopadsicas, y
que suelen asociarse a SIL. '

5.3 OTROS TUMORES EPITELIALES

Carcinoma adenoescamoso. Representa entre el 5% y el 25% de todos los carcinomas
cervicales, y se asocian al embarazo. La neoplasia combina un carcinoma epidermoide bien
diferenciado con varios patrones de adenocarcinoma. El prondstico es controvertido.
Carcinoma de células esmeriladas (Glassy cell carcinoma). Es considerado un tipo de
carcinoma adenoescamoso pobremente diferenciado. Se da en mujeres jovenes y a
menudo se asocia a embarazo. Es un carcinoma de muy mal pronéstico.

Carcinoma mucoépidermoide. Se considera una forma de carcinoma adenoescamoso,
con un componente epidermoide (frecuentemente un carcinoma epidermoide de células
grandes no queratinizante) y un componente mucinoso, sin glandulas reconocibles (contiene
celulas caliciformes y en anillo de sello cargadas de mucopolisacaridos).

Carcinoma linfoepitelioma-like. Histoldgicamente es similar a Iinfoepiteliomas de ofras
localizaciones. Tiene un méjor pronostico que el carcinoma epidermoide infiltrante, con
menor incidencia de metastasis ganglionares.

Carcinoma neuroendocrino. Corresponde a un pequefio niimero de carcinomas cervicales
con grado variable de diferenciacion néuroendocrina, detectable por criterios convencionales
morfol6gicos, histoquimicos, inmunohistoquimicos y/o ultraesfructurales. La edad de
presentacion es similar a la del carcinoma epidermoide y también existe asociacion con
infeccion por HPV (pero no con SIL). Se distinguen dos tipos basicos: el tumor carcinoide-
like, histolégicamente mas agresivo que el tumor carcinoide clésico y de peor prondstico, y
el carcinoma de células pequefias, con pronéstico similar al de otras localizaciones.
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6 FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS

- 6.1 FACTORES DEPENDIENTES DEL HUESPED

Introduccién

6.1.1 Edad / Estatus menopaﬁsico. No existe acuerdo sobre el valor pronéstico de la edad

en el carcinoma de cérvix (Tabla 4). Para algunos autores la enfermedad es mas agresiva y

el peor pronéstico en las pacientes jovenes, ya que tienen con mayor frecuencia tumores
pobremente diferenciados (Prempree et al, 1983 Dattoli et al, 1989). Sin embargo, en los
estudios de Meanwell et al ( 1988)' y Junor et al (1989) se observaron mejores resultados en
_pacientes jovenes, manteniéndose esta diferencia (p<0.001), cuando se estratificaba a las
pécientes por estadios. En el andlisis realizado por Rutledge et al (1992), no se observo
diferencia en la supervivencia en estadios iniciales, pero si una tendencia a peor pronéstico

en las mujeres menores de 35 afios con estadios avanzados.

TABLA 4: Valor pronéstico de la edad en el carcinoma de cérvix.

N° Pacientes

1955
1971
1977
1980
1982
1983
1988
1989
1989
1989
1992
1998

Autores

Decker et al
Kyriakos et al
Kjorstad
Stanhope et al
Baltzer et al
Prempree et al
Meanwell et al
Dattoli et al
Kaplan

Junor et al
Rutledge et al
Mitchell et al

Joévenes | Mayores
169 1282
59 Literatura
139 1863
265 820
187 793
94 467
1605 8417
43 88
22 83
80 1508
250 250
338 60

Pronéstico
(en jovenes)

Igual
Igual
- lgual
Peor
igual
Peor
Mejor
- Peor
Peor
Mejor
Igual
Igual
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Las causas biologicas que podrian sustentar estos resultados, han sido analizadas de forma
casi anecddtica. En el estudio de Chen et al (1996) se analizé la significacion clinica de la
cinética celular, en 153 pacienfes con carcinoma cervical. Los tumores en mujeres
menopadsicas, presentaron de forma significativa mayor aneuploidia e indice de
proliferacién que las premenopausicas (p< 0.001), por lo que los autores concluian que la
edad, pero sobretodo el estatus menopausico, podria infiuir en la ploidia del DNA yenla
cinética tumoral, y consecuentemente en el estadio y en la afectacion ganglionar. Sin
embargo, en el estudio de Garzetti et al (1997) que estudia la proliferacion tumoral mediante
ki-67, las pacientes j6venes presentaron tumores mas proliferativos que las pacientes

-mayores (p<0.006). Cuando se analiza el tipo de HPV y la frecuencia de p53 mutada
(Gostout et al, 1998), no se ven diferencias en los tipos de HPV ni en las mutaciones de
p53, én relacion con la edad de las pacientes.

6.1.2 Anemia. Hirst (1986), en una revisién de datos experimentales y fisiopatologicos,
observé que tanto la duracién como la severidad de la hipoxia, pueden ser importantes para
determinar la supervivencia celular tras la irradiacién. Asi, los tumores con mayor proporcién
de células hipoxicas, son hasta tres veces mas resistente a la irradiacién que los bien
oxigenados. La anemia es causa y a la vez, una medida indirecta de la hipoxia tumoral. Los

estudios que relacionan la anemia con la respuesta a la RT son retrospectivos y no
muestran resultados homogéneos (Tabla 5).

TABLA 5: Relacion entre anemia y respuesta a RT en carcinoma cervical.

Estudios | N° Ptes Control Locorregional

Girinski (1989) 386 Peor* .
Stehman (1991) 626 NS

Fytes (1995) 1003 Peor

Karolewski (1999) 413 Peor

* Solo si HB<10 durante el tto. NS: no significativo.

Se ha observado mayor incidencia de recidivas pélvicas (46%) y menor tasa de
supervivencia en pacientes con Hb <10-11 gr/dl, con respecto a aquellas que se
diagnostican con niveles de hemoglobina mayores (16-24%) (Vigario et al, 1973; Bush,

1986). En un estudio retrospectivo de 386 pacientes con estadios avanzados, se observo
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que la concentracion de hemoglobina era factor prondstico, pero Gnicamente durante el
tratarhiento de manera que pacientes con un s6lo valor por debajo de 10 gr/dl tenian un
riesgo significativamente mayor de recidiva locorregional (Girinski et al, 1989). Estos
resultados no han sido confirmados por otros autores (Stehman et al, 1991).

6.1.3 HTA. Jenkin y Stryker (1968), basandose en estudios experimentales, en los que se
observaba un incremento del dafio vascular originado por la irradiacion en ratas hipertensas,
llevaron a cabo un estudio comparando pacientes con carcinoma de cérvix hipertensas o no
tratadas con RT. Observaron mayor incidencia de recidivas pélvicas y menor numero de
complicaciones en las pacientes hipertensas (diastolica > 110 mmHg), sugiriendo una
menor sensibilidad a la |rrad|a0|6n en estas pacientes. No se han realizado mas estudios
valorando este dato ni se conocen las posibles explicaciones.

6.1.4 Temperatura. Van Herik (1965) publicé un estudio con 666 pacientes, en el que se
observaba menor supervivencia en las 260 pacientes con temperatura oral mayor de 37.8°.
De éstas, el 21.2% presentaban enfermedad inflarhatoria pelvica y se encontrd infeccion
local en 6.9%. El pronéstico era peor si la duracién de la fiebre superaba los siete dias. En
un estudio posterior de Kapp y Lawrence (1984) con 398 pacientes, se confirmé una menor
supervivencia en aquellas con T? >38.3°, y ademas una incidehcia mayor de metastasis a
distancia (p<0.005). Tampoco se han realizado mas estudios analizando Ia temperatura
como factor pronéstico.

6.2 FACTORES DEPENDIENTES DEL TUMOR

El Estadio Clinico es el factor pronéstico independiente mas relevante en la mayoria de
estudios realizados (Kapp et al, 1983; Hanks et al, 1 983;‘ Boronow, 1990; Scambia et al,
1994; Fyles et al, 1995; Gaarenstroom et al, 1995; Ngan et al, 1996), En la tabla 6 podemos
observar la supervivencia libre de enfermedad por estadios en pacientes tratados con RT
radical en distintos centros. Sin embargo, existen otros factores dependientes de las
caracteristicas del tumor, que estan adquiriendo importancia en los Gltimos anos y estan
siendo objeto de estudio (Tabla 8).
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Tabla 6: Supervivencia libre de enfermedad a 5 aiios segtin estadios de la FIGO.

B A B m IVA
Kapp, 1983 (1) | 85% 70% 58% 35% 20%
Hanks, 1983 (2) - 87% . 66% (3) 28%
Grigsby, 1988 (1) 87.7% 70.9% 66.3% 36.7%
Boronow, 1990 (1) 78% . S 57% (3) 31% 8%
Fyles, 1995 (1) 75% 75% 55% 38% 0%
Ogino, 1997 (1) ' 66% 51.5% 31.3%

1: Tto Radioterapia exclusiva; 2: Tto Cirugia con/sin Radioterapia; 3: se refiere a estadio A-IB.

6.2.1 Volumen tumoral. Su influencia en el prondstico de estas pacientes se puso de
manifiesto inicialmente en los estadios IB-IIA. Piver y Chung (1975) y Van Nagell et al
(1978) observaron menor supervivehcia y mayor incidencia de metastasis ganglionares y a
distancia, en las pacientes tratadas con histerectomia radical que presentaban estadio IB-IIA
bulky y barrell-shaped. Estos resultados han sido confirmados posteriormente por otros
autores, tanto en series quirGgicas como tras irradiacion (Fletcher et al, 1980; Eifel et al,
1994; Finan et al, 1996, Pérez et al, 1998; Lambin et al, 1998; Yuan et al, 1998) (Tabla 7).
Se périsé que la administracién de dosis mayores de irradiacion, o una combinacién con
histerectomia extfafascial podria mejorar el control de estos tumores pero, aunque los
resultados publicados en este sentido no son uniformes, estos tratamientos no parecen
influir en la supervivencia (Pérez et al, 1985; Eifel et al, 1994).

Tabla 7: Supervivencia libre de enfermedad en estadios IB-IIA segiin tamaiio tumoral.

N°Ptes | Estadio Supervivencia en no-bulky | Supervivencia en bulky
Finan, 1996 (1) 229 B 90% 72.8%
. 493 ] ‘ 83% 54%
Perez, 1998 (2) 151 1A 78% 49%
Lambin, 1998 (3) 204 IB-I1A 81% 52%

1: Tto con Cirugia; 2: Tto con Radioterapia; 3: Tto con Cirugia+Radioterapia.

El tamarfio tumoral también tiene importancia en los demas estadios. Kinney et al (1995) en
una revision de 387 pacientes con estadio IA2 tratados con histerectomia radical,
comprobaron  que aquellas con un volumen tumoral menor de 4.19 cc, no presentaban
metastasis ganglionares y la supervivencia a 5 afios era del 97.6%. En los estadios I1IB-11I1B

hay una diferencia significativa en la supervivencia libre de enfermedad a 5 afios para
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tumores mayores de 6 cm (p<0.001), no objetivindose esta diferencia en otros estadios
(Toita et al, 1995; Ogino et al, 1997). Son numerosos los estudios publicados que tratan de
relacionar el tamafio y el volumen tumoral, con el pronéstico de la paciente (Dubben et al,
1998), mostrandose como factor independiente de supervivencia en el analisis multivariante
en algunos de ellos. (Landoni et al, 1997, .Ogino et al, 1997, Lambin et al, 1998) (Tabla 8).

La importancia del tamafio fumoral_motivé, que en la revisién de la clasificacion de la FIGO
de 1995, se subdivid(iera el estadio IB en funcion del tamafio del tumor debido a las
implicaciones prondsticas, tanto por la mayor incidencia de metéstasis'ganglionares y
extrapélvicas como por la menor supervivencia (Rotman et al, 1981; Alvarez et al, 1989).
Finan et al (1996) demostraron la validez de esta subclasificacién, con una diferencia
significativa en la supervivencia a 5 afios (p<0.02).

Se observa, ademas, una relacién estrecha entre el tamafio tumoral y la incidencia de
recidiva pélvica tras irradiacion (Eifel et al, 1994; Ogino et al, 1997; Lambin et al, 1998). En
el estudio de Pérez et al (1998), el tamafio tumoral influye en la recidiva local a 10 afios en
los estadios IB, pero no en el resto de estadios (Tabla 8).

6.2.2 Grado de Diferenciacién. La relacion entre la supervivencia y el grado de

diferenciacion en el carcinoma escamoso y el adenocarcinoma es controvertida. Mientras

Reagan y Fu (1979), Swan y Roddick (1983) y Randall et al (1988) demostraron el valor
pronostico de la diferenciacion histolégica en pacientes tratados con radioterapia, otros
como Goellner (1976) y Crissman et al (1987) no observaron ninguna correlacién entre
grado y supervivencia (Tabla 8). En dos series quirargicas (Lou et al, 1996; Yuan et al,
1998) con pacientes en estadio IA-IIB, el grado de diferenciacion fue considerado factor
prondstico desfavorable, indicandose tratamiento adyuvante con RT.

6.2.3 Histologia. De igual forma, el caracter desfavorable adscrito a los tumores de tipo
adenocarcinoma no ha podido ser dnifomemente demostrado (Hopkins et al, 1991;
Shingleton et al, 1995). Sin embargo, en estadios precoces I-lIA parece existir unanimidad
en cuanto a su valor prondstico. En los ultimos arios, se han llevado a cabo estudios que
confirman el tipo histolégico adenocarcinoma, como factor pronéstico desfavorable para la
supervivencia en estadios I-1lA en el analisis multivariante, tanto en dos estudios con cirugia
solo (Zreik et al, 1996; Samlal et al, 1997) como en el estudio randomizado de Landoni et al
(1997) que comparan cirugia vs RT (Tabla 8).
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6.2.4 Afectacion ganglionar. La afectacién ganglionar, demostrada patolégicamente, se
asocia a tasas de supervivencia del 50% en casos de afectacion pélvica o 25-40% si se
afectan cadenas paréaérticas. Sin embargo, aquellas pacientes libres de metastasis
ganglionares muestran supervivencias cercanas al 90% (Tanaka et al, 1984, Delgado et al,
1990, Lambin et al, 1998). Ademas, las tasas de recidiva y mortalidad se incrementan con el
namero de ganglios afectbs. Asi, Berman et al (1990) observaron un 35% de recidivas entre
los pacientes con 1 gahglio positivo,‘59% -con.2 0-3 ganglios positivos, y 69% con 3 o mas
ganglios positivos. Las tasas de supervivencia a 5 aﬁos se asociaron de forma inversa al
numero de ganglios: 62% 1 ganglio, 36% 2 ganglios, 20% 3 o 4 ganglios, y ningdn
superviviente si se afectaban mas de 4 ganglios.

En.el analisis multivariante, la afectacion ganglionar estimada por linfografia o cirugia en
pacientes con estadios I-ll (Landoni et al, 1997; Yuan et al, 1998) o por TAC en pacientes
- con estadios IlI-IVA (Ogino et al, 1997), fueron igualmente predictivos de supervivencia.
S6lo el estudio de Zreik et al (1996) con pacientes en estadio | no logré6 demostrar esta
relacién (Tabla 8). |

6.2.5 Afectacion endometrial. Varios estudios retrospectivos han demostrado un descenso
en la supervivencia y mayor incidencia de metastasis, en aquellas pacientes con afectacion
endometrial por invasion del estroma endométrial o reemplazamiento del endometrio por
tumor (Mitani et al, 1964; Pérez et al, 1981). Grimard et al (1988) confirmaron estos
resultados, pero sélo para el estadio IB, y Noguchi et al (1988) para los estadios I1B-11B
(Tabla 8).

6.2.6 Invasion estromal. En el estudio de Delgado et al (1989) se observa relacion entre la
profundidad de la invasion estromal y la supervivencia, siendo del 86-94% en aquellos
<10mm, 71-75% entre 11-20mm y del 60% para los >20mm. Samlal et al (1997)
confirmaban estos resultados en una serie de pacientes con estadios IB-lIA con ganglios
negativos (p<0.01). Sin embargo, cuando se analizaban las pacientes con ganglios
positi\)os, la invasion estromal perdia significacion en el andlisis multivariante (Tabla 8).

6.2.7 Afectacion parametrial. La mayor extension tumoral a parametrios (medial o lateral,

uni o bilateral) se ha asociado a peor supervivencia en los estadios IIB-llIB (p<0.02) (Pérez
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et al, 1998). Delgado et al (1989) observaron una supervivencia a 3 afios en pacientes con
extension parametrial del 69.6%, frente 84.9% en aquellos sin extension a parametrios. En
el estudio de Samlial et al (1997), la afectacion parametrial fue factor prondstico
independiente para supervivencia en el andlisis multivariante en las pacientes con estadios
IB-lIA, pero sélo si tenian ganglios positivos (p<0.003) (Tabla 8).

6.2.8 Invasion linfatica. En el estudio de Buckley et al (1996) con pacientes con estadio
IA2 tratados con cirugia, se observé que los tumores con invasion linfatica, presentaban una
tendencia a mayor nimero de\-recidivas (9.7% vs 3.2%) y menor supervivencia (89% vs
96%) (p<0.058), lo que en opinién de los autores obligaria a un tratamiento adyuvante. El
estudio de este parérhetro en otros estadios no ha mostrado ser relevante (Lambin et
al,1998; Yuan et al, 1998) (Tabla 8). | |

TABLA 8: Factores dependientes del tumor y su valor prondstico para recidiva y
supervivencia.

RECIDIVA _ . SUPERVIVENCIA

AM: *Ogino,1997; *Lambin, 1998

Volumen Tumoral NS: *Pérez 1998

AM: **Landoni,1997; *Ogino,1997, *Lambin,1998

AU: *Reagan,1979; Swan,1983; Randall, 1988

Grado Diferenciacion NS: *Goellner,1976; Crissman, 1987

AM: *Zreik,1996;"Samlal, 1997: **Landoni, 1997

. . P L B
Tipo Histolégico AU: F:gg¢,81 NS: *"Shingleton, 1995

Metastasis
Ganglionares

AM: **Landoni, 1997; *Qgino,1997; "Yuan, 1998

L#
AU: "Berman,1990 NS: #Zreik,1996

AU: *Pérez et al, 1981; "Noguchi,1988; *Grimard,

Afectacion Endometrial 1988

AM: "Samial,1997(sélo si gg -)

Invasiéon Estromal NS: *Buckley,1996

AM: "Samlal,1997(sélo si gg+); AU: *Pérez,

Afectacion Parametrial 1998

AU: "Buckley, 1996

. . grar L #
Invasion Linfatica AU: "Buckley, 1996 NS: *Lambin, 1998: *Yuan, 1998

AM: Andlisis multivariante. AU: Andlisis univariante. NS: no significativo. * Tto con Cirugia. * Tto con Radioterapia. **Tto
combinado segtin estadio . * Tto con braquiterapia seguida de cirugia.

A la vista de lo expuesto, si bien no existe una total homogeneidad en cuanto a los estudios
publicados, podria concluirse que los factores pronésticos mas ampliamente estudiados
como volumen, grado y tipo histolégico, asi como la afectacion ganglionar, parecen
realmente influir en la supervivencia de estas pacientes. Las dificultades en la evaluacién de
dichos parametros en estadiajes clinicos (pacientes sometidas a RT radical, con estimacién
clinica o radiolégica del tamafio y la afectacidon ganglionar) frente a estadiajes patolégicos
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(pacientes con tratamiento quirtrgico), podrian justificar las diferencias observadas en
algunas de las series anteriormente recogidas.

7 FACTORES PRONOSTICOS BIOLOGICOS_

En el apartado anterior pudimos comprobar, que el estadio tumoral es el factor pronéstico
mas importante en el carcinoma invasivo de cérvix. Sin embargo, no es infrecuente
encontrar discrepancias entre la evolucion esperada en las pacientes, en base al estadio
tumoral y factores histolégicos, y la observada en la realidad. Pacientes con tumores del
mismo tipo hisfolégico e igual estadio, pueden tener una evolucién muy diferente. Es
evidente, que con independencia del tratamiento que reciban las pacientes, el resultado final
obedece a una serie de propiedades o caracteristicas biolégicas de las células tumorales
(Carney DN, 1991). Se han dedicado grandes esfuerzos en concretar los diversos aspectos
de la biologia tumoral en parametros objetivos y cuantificables. La hipétesis es que la
caracterizacion de las cualidades biolégicas de cada tumor, propiciaria el empleo de una
clasificacién méas acorde con su comportamiento y una seleccién mas razonable de su
tratamiento (Lee JS et al, 1992). La UICC introdujo en 1987, una clasificacion nueva para los
carcinomas tiroideos, en la que se tiene en cuenta la edad y los hallazgos histolégicos.
También la clasificacion de los sarcomas de partes blandas, tumores 6seos, prostata y
neurolégicos, tienen en cuenta el grado de diferenciacion. EIl AJCC ha constituido una
comisidn para estudiar la formulacién de sistemas de clasificacién basados en los nuevos
factores bioldgicos (Fielding et al, 1993). Es posible que este enfoque pueda ser aplicado en
un futuro a otros tumores como el carcinoma de cérvix.

Los principales factores bioldégicos de caracter pronéstico, estudiados hasta ahora en el
carcinoma de cérvix, comprenden marcadores antigénicos séricos, marcadores de
proliferacién tumoral y apoptosis, marcadores genéticos, y marcadores de metastatizacion.
La hipoxia como factor pronéstico de respuesta al tratamiento y de supervivencia esta
siendo de gran interés en los Gltimos afios.
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7.1 MARCADORES SERICOS

Se define marcador tumoral como'aquella sustancia producida por las células neoplasicas o
inducidas por el organismo del huésped, ante la presencia de un tumor maligno. La medida
de su concentracién en suero u otros liquidos bioldgicos, o la deteccion de su presencia en
los tejidos, reflejan el crecimiento o la actividad del tumor, y son Utiles para establecer el
pronéstico, realizar el seguimiento o comprobar la eficacia del tratamiento.

El valor de un marcador tumoral viene determinado por su sensibilidad y su especificidad. El
marcador tumoral ideal seria el que tuviera el 100% de sensibilidad y especificidad; ésto
implicaria que todo paciente con tumor tendria un resultado positivo y que el sujeto sano
tendria un resultado negativo.

La sensibilidad de un marcadbr tumoral (S) se define como el porcentaje de pacientes con
tumor que tienen valores elevados del marcador (verdaderos positivos VP / VP+falsos
negativos (FN)). La especificidad (E) se define como el porcentaje de pacientes sin
enfermedad conocida, que muestran valores normales del marcador (verdaderos negativos
(VN) / VN + falsos positivos (FP)). El valor predictivo positivo (VPP) se refiere al porcentaje
de tumores entre todos aquellos que tienen valores elevados del marcador (VP/VP+FP). El
valor predictivo negativo (VPN) se refiere al porcentaje de casos sin enfermedad entre todos
aquellos que tienen valores normales del marcador (Tabla 9). |

TABLA 9: Parametros que definen un marcador tumoral.

Tumor Sanos S= VPVP+EN

— E= VN/VN+FP
Positivos VP FP ‘ VPP= VP/VP+FP
Negativos . {FN VN VPN= VNA/N+FN

La sensibilidad y la especificidad también varian segun el valor definido como positivo; es el
llamado valor de referencia (VR). El aumento o disminucion de este valor mejora un
parémetro a expensas del otro. Por ejemplo, se puede elegir un VR alto para un test de
screening, sacrificando sensibilidad por especificidad, o elegir un valor bajo para monitorizar
pacientes con enfermedad conocida, ya que la sensibilidad seria lo importante. Por tanto, es
prioritario conocer el valor de referencia seleccionado, cuando se analizan los resultados de

los distintos estudios.
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Otra de las caracteristicas de un buen marcador tumoral, seria reflejar los cambios en el
volumen tumoral durante la evolucién de la enfermedad. Para poder realizar esta funcién, es
necesario que todo el tumor o una proporcién fija del tumor exprese niveles suficientes del
marcador élegido. Sin embargo, se ha demostrado que existe heterogeneidad en la
expresion de distintos antigenos utilizados como marcadores tumorales, tanto dentro del
propio tumor, como entre el tumor primario y sus metastasis (Niloff JM, 1992).

Expondremos a continuacién los marcadores séricos mas relevantes estudiados en el
carcinoma de cérvix.

7.1.1 ANTIGENO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

El TA-4, aislado del carcinoma cervical de células escamosas, fue descrito por primera vez
por Kato y Torigoe en 1977. El antigeno del carcinoma de células escamosas (SCC-Ag) es
una de las 14 subfracciones del TA-4, y disponemos de un radioinmunoanalisis especifico
para determinarlo. Han sido numerosos los trabajos que se han realizado sobre SCC-Ag y
su relacion con el carcinoma de cérvix, en cuanto al diagnéstico, resultados del tratamiento y
seguimiento, asi como con factores pronésticos clasicos (estadio, grado, histologia) (tabla
10y 11).

TABLA 10: SCC-Ag y su relacién con diagnéstico, factores clasicos, seguimiento y
supervivencia en carcinoma de cérvix tratado con Cirugia.

S;;:l p'::s (?/3 Estadio Hiétol Grado | Respuesta | Recidiva %Z’l?;ti’c;d;? SUPZZiven
Cosor 25 |'s17 | 55 | si | Si Si 76
(Dg‘g%') | 2 | 128 | 72 | si Si Si 76
'(31‘330) 25 [ 451 | 64 | si si Si Si 85.5 Si (AM)
oon” 2 | 125 | 62 | si No Si Si 90
o 25 | 142 | aaa | sin | s | o Si (AM)
xgséit;ger 25 | 99 | 26 | Si(2) No No Si No
'(-1";;;‘) 25 | 116 | 57 | si Si Si No 71

1: Estadios Il vs lll; 2: Estadios I-il vs IH-IV. A.M: analisis multivariante
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TABLA 11: SCC-Ag y su relacion con diagnéstibo, factores clasicos, seguimiento y
supervivencia en carcinoma de cérvix tratado con Radioterapia.

Recidiva

v g;lﬁ P,\tlgs'. '3; Estadio ‘Hivstol Grado | Respuesta (psogg ?g:&?\'/':’i}f Su;:]:r;ive
Geyer 15 | 122 |76 | si ' Si Si 78
Z%‘gj)s‘des 2 | 120 {60 | si Si ' Si Si 92
?1%'34) 15 | 103 |83 | si ‘ S si 81 Sélo est |
(“:%%’(‘5) 25 | 531 | 65 Si Si Si Si s Si (A.U)
_Z%fgg\w" 25 | 166 | 51| Si si No si Si Si (AU)
?1%%97) 2 |01 |e9| si - No . Si Si | siamye

AU: andlisis univariante. AM: andlisis multivariante. * Sélo si SCC-Ag >10ng/m.

El valor de referencia éptimo no esta establecido. Se observan niveles elevados de SCC-Ag
entre 2-4% de los individuos sanos'y entre 16-19% de los paciehtes con neoplasia cervical
intraepitelial, en estudios que usan como VR 2.0-2.4 ng/ml (Senikjian et al, 1987; Meier et al,
1989). En un estudio realizado por nuestro grupo, usando como VR 1.5 ng/ml, resultado de
los valores obtenidos en un grupo control, se observd una diferencia significativa en los
niveles del marcador entre las pacientes con CIN lll frente a las que presentaban carcinoma
invasivo (7.4% vs 51%, p<0.03) (Lara et al, 1995). La sensibilidad de SCC-Ag para el
diagnéstico de carcinoma invasivo esta entre el 47-76% para un VR de 2.0 hg/ml (Bae et al,
1997), mientras que es del 26-65% si el VR elegido es de 2.5 ng/ml (Sproston et al, 1995).
En el estudio de Massuger et al (1997) la sensibilidad fue del 26%, probablemente por ser la
mayoria de los casos estadios iniciales. Por tanto, las diferencias observadas en la
sensibilidad son debidas al numero de pacientes con enfermedad avanzada de la serie y al
valor de referencia elegido. Para un VR >2.5 ng/ml la especificidad es del 99% (Massuger et
al, 1997).

Los niveles de SCC-Ag se correlacionan bien con la masa tumoral y por tanto con el
estadio. Usando como valor de referencia 1.5-2.4 ng/ml, se encontraron valores altos de
SCC-Ag en 30-44% de estadio |, 60-78% en estadio Il, 75-88% en estadio Ill y 67-100% en
estadio IV (Meier et al, 1989; Holloway et al, 1989; Ngan et al, 1990; Bolli et al, 1994).
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Existen discrepancias en cuanto la relacion de SCC-Ag con el tipo histoldgico y el grado de
diferenciacion (tabla 10 y 11). Los carcinomas escamosos de cérvix, en general, expresan
mayor cantidad de SCC-Ag que los adenocarcinomas, alcanzando significacion estadistica
en el estudio de Avall-Lundqvist et al (1992). Otros parametros histolégicos como el tamafio
tumoral, la invasién estromal o la afectacién ganglionar han sido estudiados de forma
aislada (Duk et al,1996; Massuger ét al, 1997). Hay que »destacaf el trabajo de Bolger et al
(1997) con 220 pacientes tratadas con cirugia, en el que se observaron niveles elevados de
SCC-Ag en las pacie_nte‘s con ganglios positivos (p<0.001), con un VPP del 100% en
aquellas con SCC >8.6 ng/ml.

Varios estudios han sugerido una buena relacién entre los valores seriados de SCC-Ag y el
status tumoral (tébla 10 y 11). La modificaciéon de estos valores parece ser un indicador
fiable de respuesta, progresiéon o recidiva. La determinacién de SCC-Ag podria ser un
parametro de utilidad en la valoracion de Ia respuesta al tratamiento. Sin embargo, un valor
de SCC-Ag por debajo del valor de referencia no excluye la presencia de tumor. Hong et al
(1997) determinaron el SCC-Ag pre- y post-radioterapia en 245 pacientes con carcinoma
invasivo de cérvix, observando normalizacién del marcador en el 87% de las pacientes (VR<
2ng/ml). en los tres meses siguientes a la irradiacién; en el 91% de estas pacientes se
objetivd remision completa del tumor. La supervivencia, el control local y la enfermedad a
distancia fueron peores en las pacie‘ntes en las que el SCC-Ag permaneci6 elevado tres
meses después de finalizado el tratamiento. En el estudio de Crombach et al (1989) con 517
pacientes, los niveles de SCC-Ag durante el seguimiento se correlacionaron con el status
tumoral en el 74% de los pacientes.

El SCC-Ag esta elevado en el 71-92% de las pacientes con recidiva precediendo a la clinica
un promedio de 3.3 meses (rango 1-7) (Tabila 10 y 11). No se.ha observado correlacion
estadisticamente significativa entre los niveles de SCC-Ag pretratamiento y la probabilidad
de recidiva (Lozza et al, 1997, Massuger et al,1997), aunque en una revision realizada por
de Bruijn et al (1 998), los valores elevados pretratamiento indicaban un riesgo de recidiva de
3.0 para los estadios IB-lIA. Sin embargo, la persistencia de valores elevados del marcador
después de finalizado el tratamiento radioterapico, si se ha relacionado con un mayor riesgo
de recurrencia (Crombach et al, 1989; Hong et al, 1997). El nimero de pacientes con SCC-

Ag elevado en el momento de la recidiva es mayor que al diagnostico, de manera que es
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muy importante la determinacién de SCC-Ag durante el seguimiento, incluso en aquelias
pacientes con valores normales al diagnaéstico (Bolli et al, 1994).

El valor de SCC-Ag pretratamiento es factor pronéstico para la supervivencia en el analisis
univariante en algunos estudios (Sproston et al, 1995; Gaarenstroom et al, 1995; Ngan et al,
1996). Sin ‘embar_go, la significacion se pierde, cuando se incluye en el analisis estadistico el
estadio clinico, lo que confirma la relacién estrecha entre SCC-Ag y estadio. En los estudios
de Avall-Lundqvist et al }(199-2) y Duk et al (1996), SCC-Ag es factor pronéstico
independiente para Ia‘supervivenicia junto con el estadio en el analisis multivariante. Para
Hong et al (1997) ésto se cumple para valores del marcador pretratamiento >10 ng/ml.

7.1.2 CA 125

El Ca 125 es una glicoproteina de elevado peso molecular (220-1000 kD) que se encuentra
distribuida en los tejidos del adulto y del feto. Se puede detectar Ca 125, mediante técnicas
de inmunohistoquimica, en los conductos midillerianos y en el epitelio celémico del feto, y en
los tejidos derivados de los conductos miillerianos en el adulto (Kabawatt et al, 1983),
incluidos el endocérvix, endometrio y trompas de' Falopio. No se detecta en los ovarios
normales del adulto.

El valor de referencia normal del Ca 125 esta establecido en 35 U/ml, presentando el 1% de
las mujeres sanas niveles superiores a este valor (Bast et al, 1983). Se observan niveles
séricos elevados de Ca 125 en >80% de pacientes con carcinoma de ovario. También esta
elevado en el adenocarcinoma de trompas, endometrio y endocérvix (Niloff et al, 1984), y en
otras ‘patologias fanto malignas: pancreas, pulmén y colorrectal, como benignas:
leiomiomas, adenomiosis y endometriosis. La determinacion de Ca 125, ha demostrado ser
de utilidad en el seguimiento del carcinoma de ovario y como factor pronéstico de
supervivencia.

Se han realizado algunos trabajos que estudian la relacion entre los niveles de Ca 125 en el

carcinoma invasivo de cérvix y su relacién con el diagnéstico, factores pronésticos clasicos,
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resultados del tratamiento y supervivencia (tabla 12). Sin émbargo, incluyen grupos
heterogéneos de pacientes, en cuanto a tipo histolégico y forma de tratamiento.

La sensibilidad de Ca 125 al diagn6stico varia entre 21-73% segun las series (Tabla 12),
siendo mayor en los adenocarcinomas que en tumores de estirpe epidermoide (Avall-
Lundqvist et al, 1992; Bofras et al, 1995). Los niveles de Ca 125 no parecen relacionarse
con la extension de la enfermedad' (Tabla 12). Solo en el estudio mas amplio realizado
(Sproston et al, 1995), los estadios | tienen valores menores de Ca 125, que el resto de los
estadios. Se ha observado una buena relacion con la respuesta al tratamiento y con la
recidiva. En el analisis multivari'ante, las pacientes con niveles elevados de Ca 125 tratadas
con RT fﬁuestran péor supervivencia (Avall-Lundqvist et al, 1992; Sproston et al, 1995).

Se observa aumento de los niveles de Ca 125 cuando existe recidiva local o a distancia
(Leminem et al, 1990; Goldberg et al, 1991).

TABLA 12: Ca 125 y su relacién con diagnéstico, factores clasicos y seguimiento.

o (',?/:‘) ‘Estadio | Histol | Grado | Respuesta | Recidiva s:;ziiz";d(?/g Supervivencia
%;3:)"(‘19)'“' 3 | 73 No Si si si 71
T 4 130 | N | N | No Si si 100
ez M [ 12 | 2| o si | Mo ks
fg;gﬁ‘)’"v 158 | 22 | sid | No Si Si §'<((>Ao'c\>g
133’;?(52') % | 21 No Si si | si

1: Tto con Radioterapia. 2: Tto con Radioterapia/Cirugia. 3: Estadio | vs II-IV (p<0.05). AM: analisis multivariante.

7.1.3 ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO (CEA)

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es un antigeno oncofetal que se encuentra en
concentraciones elevadas durante el desarrollo embrionario y es practicamente indetectable
durante la vida adulta. Los valores considerados como normales dependen del laboratorio y
varia entre 2.5-4 ng/ml, si bien valores mas elevados (<10ng/ml) pueden detectarse en el 5-

10% de los sujetos sanos fumadores. Incrementos leves de los niveles séricos pueden
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encontrarse en patologias benignas (cirrosis hepatica, insuficiencia renal, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, diversa patologia pulmonar). EI CEA es el marcador mas
ampliamente utilizado en oncologia, por estar elevado en numerosos tumores de estirpe
epitelial en distintas localizaciones (pulmén, mama, colorrectal, cérvix, entre otros). Su
especificidad se sitlia entre 89-98% (Lam et al, 1992; Borras et al, 1995).

Al igual que otros marcadores tumorales, la sensibilidad diagnéstica del CEA varia segun el
valor de referencia elegido y los pacientes que integren la serie, pudiéndose detectar niveles
elevados entre 15-50% en los distintos estudios publicados (Tabla 13). Si se toma como
valor >2.5 ng/ml, la sensibilidad sera del 30% (Bae et al, 1997). Kjorstad y Orjasaester
(1982) usando el mismo valor de referencia, encontraron niveles elevados de CEA
pretratamiento en cerca del 80%, aunque estos resultadds no han sido repetidos en otros
estudios. |

La correlacion entre los niveles de CEA y el estadio se ha demostrado en la mayoria de las
series publicadas (Tabla 13). La relacion entre la afectacion ganglionar y los niveles de CEA
es controvertida. Para Leminem et al (1990) existe una reiacién estadisticamente
significativa (p<0.0008) mienfras que para otros no es significativa (Bae et al, 1997) o no
existe (Lam et al, 1992).

TABLA 13: CEA y su relacién con diagnéstico, factores clasicos y seguimiento.

p’t"; ; Tto &") Estadio | Histologia | Gg | Respuesta | Recidiva sggfjﬂ‘:f;g
Geyer (1989) 122 RT 50 Si Si Si 52
Hiura (1990) 136 | RT/Cx. Si : Si Si
Leminem (1990) | 27 RT 48 No Si Si Si 36
Lam (1992) 35 | RTcx | 152  si Si No
Borras (1995) 96 RT/ICx | 33 Si No si Si 36
Bae (1997) 67 Qt+Cx | 30 | No* Si si

RT: tratamiento radical radioterapia. RT/Cx: tratamiento radioterapia o cirugia. Qt+Cx: tratamiento combinado
quimioterapia+cirgia. * Incluidos estadios | y || solamente.

En todos los pacientes con enfermedad controlada, existe una disminucion o estabilizacion
de los niveles de CEA (Tabla 13), siendo esta disminucién significativa en dos estudios
(Hiura et al, 1990; Borras et al, 1995). Existe un aumento de CEA en un 36-52% de las
pacientes que recidivan (Geyer et al, 1989; Leminem et al, 1990; Borras et al, 1995).
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En el estudio de Bae et al (1997) se determinaron los niveles de SCC-Ag y CEA en 67
pacientes con carcinoma cervical, observando que tanto la sensibilidad diagnéstica como el
valor pronéstico aumentan, cuando se tiene en cuenta la elevacion de cualquiera de los dos

marcadores.

- 7.1.4 p-Core /JUGP / UGF

El fragmento -core es una parte de Ié'subunidad beta de la gonadotropina humana (HCG).
Se prodtjce y secreta en las ceélulas de tumores trofoblasticos, y también en tumores no
trofoblasticos como el de cérvix. La cantidad de subunidad beta producida, no es suficiente
para que se produzca un aumento significativo de HCG al unirse a la subunidad alfa. La
subunidad beta se degrada continuamente y sus productos de degradacion se pueden
detectar 6ptimamente en orina. Su determinacion se puede realizar por inmunohistoquimica,
existiendo disponibles tres kits comerciales para medir el fragmento g-core como marcador
tumoral: UGP (urinary gonadotropin peptide), UGF (urinary gonadotropin fragment) y B-core.
Los tres kits han mostrado una eficacia similar, por lo que podemos denominar al marcador
B-core/lUGP/UGF (Cole et al, 1996). Asi, aunque la mayoria de las publicaciones utilicen kits
distintos en su determinacién, los resultados son comparables (Tabla 14).

La sensibilidad diagnéstica varia segun el valor de referencia elegido, siendo del 42-51%
- para carcinoma cervical (Cole et al, 1996). Los individuos sanos y con patologia cervical
benigna, presentan 7.4-11% falsos positivos.

La sensibilidad de B-core/UGP/UGF aumenta en estadios avanzados: 28% en est I, 57% en
estll, 54% en est Il y 73% en est IV (Cole et al, 1996). No se ha encontrado relacién con
otros factores clasicos pronésticos, excepto en el estudio de Carter et al (1994), que

muestra valores mayores de -core en los tumores mas indiferenciados (Tabla 14).
La determinacion de B-core/lUGP/UGF puede tener un papel importante como indicador

pronéstico y permite la identificacién de pacientes con alto riesgo de enfermedad agresiva
(Carter et al, 1994). En este estudio, de las 14 pacientes con valores elevados
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pretratamiento, 11 (79%) murieron por enfermedad, comparado con 1de 21(5%) pacientes
que tenian valores normales al diagnostico.

En pacientes quev-responden al tratamiento, los valores del marcador descienden o se
estabilizan. En las recidivas y en la progresion de la enfermedad hay elevacion en los
niveles del marcador, con una sensibilidad del 72% en el estudio de Nam et al (1990). Por
tanto, la determinacién de B-core-UGP/UGF puede sernos de utilidad para valorar la
respuesta al tratamiento y para el seguimiento del carcinoma de cérvix, con la ventaja que
su determinacion se hace en orina. La ausencia de B-core en orina pretratamiento es un
factor favorable para supervivencia a 4 afios (p<0.001) (Crawford et al, 1998).

TABLA 14: 3-Core/UGF/UGP y su relacion con diagnéstico, factores clasicos y seguimiento.

Tecnica i &") Estadio | Histol | Grado | Respuesta | Recidiva
Nam (1990) UGF 3fmol/mi 21 RT 62 Si Si 73",/0
Kinugasa (1992) B-core 0.2ng/ml 128 RT 45 Si No Si Si
Neven (1993) B-core 0:2ng/mi 141 | RT/Cx 47 No ‘ No Si
Carter (1994) B-core 0:2ng/ml 61 RT/Cx | 23 Si Si
Cole (1996) UGP/ UGF / B-core 137 | RT/Cx | 43 Si | No Si Si

RT: tratamiento radical radioterapia. RT/Cx: tratamiento radioterapia o cirugia.

La determinacion de HCG sérica ha sido también objeto de estudio, aunque s6lo dos grupos
han publicado resultados. Chen et al (1994) determinaron los niveles de HCG en 152
pacientes con carcinoma intraepitelial y carcinoma invasivo en estadios iniciales y en 56
pacientes sanas usadas como control, utilizando como punto de corte 0.2 miU/ml. No se
observaron diferencias significativas entre los valores de la poblacién normal, carcinoma
intraepitelial y carcinoma invasivo. La determinacién de UGF ha mostrado mayor

sensibilidad diagnostica que la B-HCG sérica en el estudio de Norman et al (1990).

7.1.5 ANTIGENO POLIPEPTIDICO TISULAR (TPA)

El antigeno polipeptidico tisular (TPA) se puede detectar en la mayoria de los tumores
epiteliales. Su estudio en carcinoma de cérvix incluye grupos heterogéneos en cuanto

pacientes y formas de tratamiento (Tabla 15). El valor de referencia normal es 95 U/ml. La
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sensibilidad diagnéstica} varia entre el 27 y el 50%. En general, se relacionan los valores de

TPA con el estadio y la respuesta al tratamiento. En los estudios en que se analizé su
relacion con la supervivencia, fue factor pronéstico sélo en el andlisis univariante
(Gaaréstroom et al, 1995;Sproston et al, 1995; Ngan et al, 1996).

TABLA 15: TPAy su relacion con diagnéstico, factores clasicos, seguimiento y supervivencia.

PT;S Tto Dx (%) | Estadio Histol | Grado | Respuesta | Recidiva | Supervivencia
assey .| 18 | rex si si si
ggg’se)"“mm 78 RT/Cx | 36 Si Si Si Si (A.U)
zggg;m | 166 RT 7 | s No | No Si No Si (A.U)
z%‘;%) 531 RT 50 Si Si si Si Si (AU)
Goon 30 | RT/Cx No | No :

RT/Cx: tratamiento radioterapia o cirugia. RT: tratamiento radical radioterapia. AU: anélisis univariante.

En diversos estudios se ha evaluado el TPA junto con el SCC-Ag, sin observarse un
aumento en la sensibilidad diagndstica, ni en la significacién pronéstica, con respecto a los
resultados de la determinacion aislada de SCC-Ag (Ferdeghini et al, 1993; Ngan et al, 1996;
Bonfrer et al, 1997), salvo quizas una mayor sensibilidad en las recidivas (Ngan et al, 1996).

7.1.6 CYFRA-21

- La citoqueratina 19 puede expresarse en el carcinoma epidermoide y en el adenocarcinoma
de cervix, asi como en adenocarcinomas de otras localizaciones (pulmén, mama,
gastrointestinal, piel). Los fragmentos séricos de citoqueratina 19 se miden mediante Cyfra-
21, por radioinmunoanadlisis (RIA), aungue no hay un valor de referencia establecido. /naba
et al (1995), tomando como valor de referencia 1.9 ng/ml, observaron una sensibilidad
diagnéstica del 51.2%, similar a la observada por Ferdeghini et al (1993) con un valor de
1.06 ng/mi (52%).

El nivel de Cyfra-21 se relaciona con el estadio y el tamano tumoral en el carcinoma de
cérvix (Tabla' 16). En la serie de Gaarenstroom et al (1995) se encontrd, ademas, una

correlacion positiva entre los niveles de Cyfra-21 y la presencia de enfermedad extracervical
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(p<0.02). En este estudio, ademés, los niveles de Cyfra-21 fueron factor predictivo de
supervivencia en el analisis univariante.

TABLA 16: Cyfra-21 y su relacion con factores clasicos y seguimiento.

_ N°Ptes Tto 'Dx (%) | Estadio | Histol | Respuesta | Recidiva Supervivencia
Ferdeghini (1993) 56 RT/Cx 52 Si No
Gaarenstroom {1995) 78 RT/Cx 58 Si Si Si SiA.U)
Nasu (1996) ) 41 RT Si Si Si
Tsai (1996) 87 RT/Cx 49 Si
Bonfrer (1997) 30 RT/Cx No No No

RT/Cx: tratamiento radioterapia o cirugia. RT: tratamiento radical radioterapia. AU: andlisis univariante.

Se ha estudiado Cyfra-21 junto con otros marcadores como SCC-Ag y TPA. Para algunos
| autores la sensibilidad de Cyfra-21 es menor que la de SCC-Ag (Nasu et al, 1996; Tsai et al,
1996, Bonfrer et al, 1997), y no existe ventaja en la utilizacion de los dos marcadores frente
a SCC.V-Ag sélo. En el estudio de Gaarenstrom et al (1995) se determinaron Cyfra-21, TPA y
SCC-Ag, sin observarse ventajas en'la utilizacién cdnjunta de los tres marcadores.

7.1.7 OTROS MARCADORES

El antigeno c'arbohidrafo Ca 19.9 es un marcador util en el diagndstico de los carcinomas
digestivos, con menor sensibilidad que CEA, pero mayor especificidad. Se utiliza para la
monitori'zacién de los resultados del tratamiento y seguimiento en carcinomas colorrectal y
de pancreas. Se detecta en el 61-69% de los carcinomas colorrectales, en el 76% de los
carcinomas mucinosos de ovario y en el 27% de los carcinomas serosos. Se produce
también en la mucosa del endocérvix normal. Su valor de referencia se ha establecido en
25U/ml.

Hay pocos estudios de Ca 19.9 en carcinoma de cérvix. Borras et al (1995) en una serie con
96 pacientes, observaron niveles elevados de Ca 19.9 en 32% de los casos, con una
especificidad del 98%. Exibstvl’a una buena correlacion con el estadio, y los niveles eran
significativamente mayores, en pacientes con adenocarcinoma con respecto al carcinoma
escamoso. Tanto en este estudio, como en el de Fujii et al (1988), la sensibilidad de Ca 19.9
en Ios adenocarcinomas era supérior a la de Ca 125. El aumento del marcador en los
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adenocarcinomas, podria ser explicado por la produccién mucinosa de las glandulas
endocervicales. El analisis de Ca19.9 por métodos inmunohistoquimicos, en 103 pacientes
con carcinoma de cérvix tratadas con RT, ha mostrado una supervivencia significativamente
mayor a 5 afios (p<0.01) en las pacientes con expresién de Ca19.9 (Abe et al, 1999). El
mismo estudio no encontré diferencia en la supervivencia cuando se determinaba el Ca 19.9
sérico.

En algunas enfermedades neop_lésicas, se han encontrado alteraciones en la proporcién de
lgG1 e IgG2 con respecto a la IgG global. En el estudio de Schauenstein et al (1996) se
determina la IgG1 e IgGZ pretratamiento en 207 pacientes_ bon carcinoma de cérvix, ovario o
endometrio, comparandolas con un grupo control de 135 pacientes sanas y 52 pacientes
con enfermedades ginecologicas benignas. El estudio concluye que la sensibilidad de IgG1
€s mayor q'ue la de los marcadores convencionales (SCC, Ca 125, CEA y TPA) para
carcinoma de cérvix y endometrio, sobretodo en estadios iniciales, y algo menor que Ca 125
en el cafcinoma de ovario. El analisis combinado de IgG1, TPA y Ca 125 aumenta la
sensibilidad diagnéstica en las tres localizaciones tumorales. ‘

Los niveles de IAP ( proteina acida inmunosupresora) se han estudiado en 63 pacientes,
siendo significativamente mas altos en los pacientes con carcinoma de cérvix que en los
sanos (p<0.01). Al diagnostico estaban elevados en el 50.7%. El SCC-Ag estaba elevado en
el 73%, yla combinacion de ambos, daba valores elevados al diagnéstico en el 87.3%. En el
analisis multivariante el nivel sérico de |AP fué factor prondstico independiente para
supervivencia (p<0.049), junto con la afectacién ganglionar (p<0.007) y el estadio (p<0.008)
(Battaglia et al, 1994).

Gitsch et al (1992) evaluaron la expresion de diversas citoqueratinas en 45 pacientes con
cancer de ceérvix eétadio Ili tratados con radioterapia exclusiva. Los casos con expresion de
citoqueratina AE1/AE3 mostraban supervivencia significativamente mayor que los que no la
expresaban. El grupo de mejor pronéstico era el que expresaba AE1/AE3 (Wilcoxon
p<0.006, log-rank p<0.03).

Otros marcadores como TATI (tumor-associated trypsin inhibitor), sIL-2R (serum soluble
interleukin 2 receptor) e IL-6 (serum 6 interleukin) han sido evaluados en distintos estudios
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(Leminem et al, 1990; Gitsch et al, 1992; Pectasides et al, 1994; Ferdeghini et al, 1993;
Scambia et al, 1994), sin mostrar una utilidad afiadida a los marcadores descritos
previamente.

El antigeno carbohidrato (Ca 15.3) reacciona de forma especifica con células neoplasicas
mamarias. Su principal utilidad es la monitorizacién clinica de los carcinomas de mama,
auhqué también pueden detectarse aumentos en otras neoplasias epiteliales como
carcinomas ovaricos, tumores endometriales y carcinomas de células pequefias
pulmonares. No existen estudids publicados, en el momento actual, de este marcador en
carcinoma de cérvix. |

7.2 APOPTOSIS Y GENES RELACIONADOS

7.2.1 Historiay Concepto

En 1885, Walther Flemming observé que la atresia del epitelio de los fqliculos ovaricos, se
debia a una muerte celular con unos cambios nucleares caracteristicos, a la que denominé
cromatolisis. Esta era una forma de muerte celular, diferente a la conocida hasta ese
momento, la necrosis. Desde entonces, fueron numerosas las observaciones sobre este
fenérheno, hasta que en los afios 70 Allison Crawford dirige la atencion sobre la “muerte
celular programada en los tejidos normales durante la embriogénesis y el desarrollo”,
concluyendo que el proceso era el mismo descrito por Flemming. Se denominé apoptosis
(del griego “cayendo”) para subrayar esa eliminacién celular aislada (“como caen las hojas
de los arboles™).

Se destacd su presencia en la embriogénesis, en los tejidos maduros para mantener su
tamario, y en la atrofia de los 6rganos. A diferencia de la necrosis, en la que se produce una
muerte pasiva 6 accidental, en la apoptosis la propia célula ejecuta una cascada de
reacciones, que la conducen a la muerte activa o por suicidio. Se propuso que el inicio
inadecuado o la inhibicién de la apoptosis, podria influir en la génesis de enfermedades
como el cancer (Perez, 1998).
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La apoptosis es, por tanto, un proceso fisiolégico con caracteristicas morfolégicas
determinadas: condensaciéon de cromatina con rotura del DNA internucleosomal,
condensacion citoplasmatica y encogimiento celular, manteniéndose las organelas
practicamente intactas. Tras esta primera fase, la célula se fragmenta en cuerpos
apoptéticos que son fagocitados por macrofagos o células adyacentes. El proceso se
completa en minutos, aunqué pueden verse cuerpos apoptéticos durante 1 o 2 horas (Wyllie
et al, 1992). El fenbmeno se puede observar con microscopio Optico con tinciéon de
hematoxilina-eosina (Kerr et al, 1972), aunque también se puede estudiar por métodos mas
complejos (microsocopio electrénico, citometria de flujo, ruptura de DNA...) En la apoptosis
la célula sufre el dafio principalmente en el nacleo, sin producirse reaccion inflamatoria, y
ocurre generalmente de forma aislada (Mikulski, 1994). En la necrosis se altera la
permeabilidad de la membrana celular, se hincha la célula y se rompe, provocando reaccion
inflamatoria. El agente agresor suele provocar necrosis en areas celulares extensas.

La apoptoéis se puede iniciar en cualquier fase del ciclo, dependiendo de la célula y del tipo
de estimulo. | | |

7.2.2 Regulacion de Apoptosis

El proceso de apoptosis tiene una regulacién compleja. En principio, cualquier célula tiene
potencialidad de sufrir apoptosis, produciéndose una interaccion entre la célula y elementos
externos o internos a la misma, cuyo resultado es la muerte celular. La pérdida de integridad
de las uniones intercelulares, hormonas y factores de crecimiento, los impactos ambientales
como agentes quimicos, radiaciones ionizantes e isquemia, y el sistema inmune, son
algunos de los desencadenantes extracelulares de apoptosis. Estos agentes actian a través
de receptores de membrana, receptores intracelulares o produciendo un dafio directo
transmembranal, dando lugar a la liberaciéon o inhibicidbn de reacciones intracelulares que
conducen a la fragmentacion del material genético y a la muerte celular (Raff, 1992).

Existen determinados genes cuya expresion conduce, en un momento dado, generalmente
a través de la sintesis enzimatica, a la supervivencia o muerte celular. Los genes cuya
expresion promueve la supervivencia celular, disminuyendo la susceptibilidad de apoptosis,
se llaman oncogenes, destacando entre ellos bcI'-2, y aquellos que inducen apoptosis, se les
denomina genes supresores, entre los que destaca p53. La mutacién, sobreexpresion o
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ausencia de estos genes, pueden provocar un desequilibrio en el destino celular, de forma
que una célula sana podria ser eliminada errbneamente, mientras que una célula con
aberraciones genéticas podria quedar protegida, perpetuandose en su descendencia las
mutaciones, potencialmente carcinogénicas. Asi, anomalias o0 ausencia de bcl-2 podrian dar
como resultado un acortamiento inadecuado de la supervivencia celular, o su
sobreexpresion un alargamiento de la misma, mientras que mutaciones o ausencia de p53
producirian una ausencia de muerte celular por apoptosis.

Actualmente se conocen mas de 30 genes implicados en la apoptosis, especialmente
factores de transcripcion, proteasas e inhibidores de proteasas. Expondremos a

continuacion los genes reguladores mas conocidos y su papel en la apoptosis.

p53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17. Se le ha llamado el guardian del
genoma porque vigila la integridad del mismo. Ante un dafio del DNA, p53 se acumula y
bloquea la progresién del ciclo celular en la fase G1, permitiendo su reparacion e impidiendo
la perpetuaciéon de mutaciones. La detencion del ciclo en G1-S se consigue estimulando la
expresion de la proteina p21, que es una inhibidora de las ciclinas dependientes de kinasas
e inhibe la actuacion de PCNA sobre la DNA polimerasa delta. P21 esta regulada por el gen
Waf-cip 1, que se expresa en presencia de p53. Otro gen que se expresa ante un daiio del
DNA en células con p53 funcionante es GADD45. Una vez reparado el dafio, p53 precipita
con otra proteina, mdm-2, que promueve la entrada de la célula en fase S. Si esta proteina
se sobreexpresa, puede bloquear la actividad de p53, por lo que tendria el mismo efecto que
una mutacién del p53 (Lane et al, 1993). Por tanto Waf-cip1 y GADD 45 bloquean la
progresion a través del ciclo celular para dar tiempo a la reparacion del DNA, y mdm-2
conduce a la célula a la fase S. Si la célula no puede reparar el dafio, p53 induce apoptosis.
La presencia o ausencia de p53, determina la sensibilidad de una célula para sufrir
apoptosis, tras el dafio de su DNA.

La expresion de p53 salvaje (no mutada), es inversamente proporcional a la de bcl-2, y
predomina en tejidos proclives a la muerte celular por apoptosis. P53 salvaje tiene una vida
media muy corta-y es practicamente indetectable en los tejidos normales. Sin embargo, en
mas de la mitad de los tumores humanos se ha observado (mediante IHQ, ELISA,
inmunoblot) un aumento draméatico de la expresion de la proteina, debido a mutaciones que
inducen alargamiento de su vida media, desde 6-20 minutos a 6 horas (Levine et al, 1991).
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La funcién de p53 puede estar alterada por mutacién del gen, por formacién de complejos
de la proteina con oncoproteinas virales como E6-HPV, o por estar secuestrada en el
citoplasma, no pudiendo ejercer su funcion. El gen p53 se asocia a transformacién celular in
vitro y con neoplasia in vivo (Nigra‘et al, 1989; Hollstein et al, 1991).

Bcl-2 y genes relacionados, es una familia de genes que regulan de manera compleja la
apoptosis, con funciones negativas y positivas sobre la misma. ‘

Bcl-2 se encuentra en el cromosoma 18, en el punto donde se inserta la traslocacion-de un
gen del cromosoma 14 (gen codificador de la sintesis de la cadena pesada de la
inmunoglobulina). Aunque la traslocacion 14-18 mantiene intacta la regién que codifica el

gen bcl-2, sin embargo disregula su expresion, resultando en una sintesis aumentada de -

bcl-2. Sin embargo, también se ha demostrado una sobreexpresion de bcl-2 sin que exista
esta traslocacion (Tjalma et al, 1998).

En condiciones normales, los niveles de bcl-2 descienden cuando las células estan maduras
0 en situacién de poder ser eliminadas, mientras que se expresa en células que deben
sobrevivir, como las células hematopoyétiéas precursoras y las células del sistema nervioso.
Bcl-2 tiene un importante papel en la embriogénesis, donde la mayoria de las células
expresan niveles elevados de bcl-2. En general, las células que expresan bcl-2 bloguean la
apoptosis, por lo tanto promueven la supervivencia celular, facilitando la adquisicion de
mutaciones y la transformacion maligna (Vaux et al, 1988; Pezella y Gatter, 1995). Una
caracteristica de bcl-2 es que inhibe la apoptosis sin estimular la proliferacion celular
(Hockenbery et al, 1991).

Bax (bcl-2 associated X protein) es una proteina cuyo gen codificador esta en el cromosoma
19. In vivo puede heterodimerizarse con bcl-2. Cuando la proteina bcl-2 eSté en exceso,
forma homodimeros bcl-2—bcl-2 y heterodimeros de bcl-2—bax, estando la célula protegida
de la apoptosis, pero cuando bax esta en exceso dominan los homodimeros bax—bax y la
célula es susceptible de apoptosis (Korsmeyer et al, 1993). El gen bax es activado por p53.
Otros genes relacionados con bcl-2 son bel-xI (bcl-X Long), que inhibe la muerte celular tan
eficazmente como bcl-2 (Mikulski et al, 1994), y bcl-xs (bcl-X short) y bel-xB, que inhiben la
expresion de bcl-2 y actian de forma similar a bax (Mikulski et al, 1994; Nufiez G y Clarke,
1994).
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c-myc es un gen regulador del crecimiento y de la diferenciacién celular. Cuando hay
expresion reducida de c-myc y escasos factores de crecimiento, se produce detencion del
crecimiento, pero si ambos estan aumentados, se produce expansion celular. En ausencia
de factores de crecimiento, c-myc induce apoptosis (Wyllie et al, 1992).

Existen diversas interacciones entre los genes previamente descritos. Asi, p53 reprime la
expresion de bcl-2 y activa la expresion de bax. Por otra parte, la sobreexpresion de bcl-2
puede suprimir parcialmente la apoptosis inducida por p53. Asi mismo, bcl-2 y c-myc
cooperan para bloquear la entrada en el nicleo de p53, evitando la apoptosis (Miyashita et
al, 1994). Finalmente, bcl-2 es capaz de inhibir la apoptosis inducida por c-myc (Bissonette
et al,1992), mientras que la presencia de p53 es necesaria para la apoptosis inducida por c-
myc (Hermeking y Eick, 1994). En el cuadro siguiente se observa de una forma gréfica los
genes reguladores de la apoptosis y sus interrelaciones (Figura 2).

Figura 2: Genes implicados en la apoptosis
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Otro gen involucrado en la regulacion de la apotosis es el gen retinoblastoma y su proteina
supresora pRb. En condiciones normales, la proteina bloquea el ciclo celular de G1 a S
mediante el secuestro del factor de transcripcion E2F. Cuando pRb est4 alterada o ausente,
libera E2F permitiendo la proliferacién incontrolada. Algunas proteinas viricas, como E7 del
HPV, son capaces de bloquear la pRb e inducen la proliferacion celular. pRb es capaz de
inhibir la proteina c-myc y actuar junto a p53, controlando el paso de GO a G1.

Otras proteinas inductoras de la proliferacion (Ras, Fos, Jun) participan en la apoptosis. De
hecho, se sabe que uno de los 'inductores de la apoptosis es el exceso de proliferacién (Kerr
et al, 1994). '

7.2.3. Apoptosis y Cancer

Se puede establecer relacion entre apoptosis y cancer al menos en tres aspectos:
oncogénesis, homeostasis tumoral y respuesta al tratamiento con radioterapia. El valor

prondstico de la apoptosis en los diferentes tumores es también motivo de estudio.

7.2.3.1 Apoptosis y Oncogénesis. El cancer es consecuencia de una prolfferacién
incontrolada de células con anomalias en su material genético. Las células aberrantes que
esCaparon a los mecanismos que tiene el organismo para evitar la enfermedad, no fueron
eliminadas por apoptosis y perpetuaron las anomalias en su descendencia.

Estas células anémalas proliferan mas de lo que mueren, lo que da lugar al crecimiento
tumoral. El desequilibrio entre apoptosis/proliferacion podria ser explicado en parte, por la
alteracion de los genes reguladores de estos procesos. De hecho, se ha descrito
sobreexpresion de la proteina bcl-2 y disminucion de la apoptosis en el carcinoma gastrico,
colorrectal y préstata, tumores de origen queratinocitico, linfomas y leucemias,
colangiocarcinomas (Charlotte et al, 1994), carcinoma de pulmén (Pezzella et al, 1993) y
carcinoma renal (Reed et al, 1994).

En el carcinoma de cérvix se ha objetivado sobreexpresion de bcl-2 en pacientes con p53
anémala (Liang et al, 1995). La infeccién por HPV podria ser la causa de la inactivacion de
la p53 salvaje, mediante la formacién de un complejo con la proteina HPV-E6. De hecho se
ha encontrado una fuerte relacién entre la presencia de E6 y bcl-2, asi como una relacion

4

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Introduccioén

inversa entre la presencia de p53 salvaje y carcinoma invasivo (Pillai et al, 1996). La
transformacién desde epitelio cervical normal a carcinoma invasivo, seria debida a la
inactivacion de p53 y a la sobreexpresion de bcl-2 tras infeccion por HPV (Furuya et al,
1996). Existen diferencias significativas en los niveles de bcl-2, entre las lesiones CIN Il y
CIN I/l y carcinoma infiltrante (Saegusa et al, 1995). Esto implicaria un papel importante de
bcl-2 en la tumorigénesis cervical. Existe una mayor expresion, tanto de p53 como de mdm-
2, e'h los carcinomas invasivos con respecto a las lesiones precancerosas (Dellas et al,
1997), aunque no ha sido corroborado por el estudio de Slagle et al (1998), donde no se
observaron diferencias en Ié expresion de p53 ni de c-myc (determinadas por IHQ) en 395

biopsias de cérvix que comprendian epitelio cervical normal y distintos grados de CIN.

7.2.3.2 Apoptosis y Homeostasis Tumoral. El crecimiento tumoral es el resultado del
balance entre el nimero de células procedentes de la divisién celular y la pérdida celular,
fundamentalmente por apoptosis o necrosis, debida a deprivacién de oxigeno o nutrientes,
muerte mitdtica, muerte inmunologica, exfoliacién o metastasis (Kerr et al, 1972; Wyllie et al,
1980; Fukuda et al, 1993,Levine et al, 1995). En general, el crecimiento tumoral se debera a
mitosis, mientras que la reduccién tumoral sera debida a apoptosis (Wheeler et al, 1995).
De la misma manera que ocurre en los tejidos sanos, existe una relacién directa entre
proliferacion y apoptosis en los tejidos neoplasicos. Un tumor muy proliferante, suele tener
una alta tasa de muerte celular por apoptosis. Esta relacién apoptosis-mitosis se ha
documentado en tumores de distintas localizaciones (mama: Lipponen et al 1994; vejiga:
Chyle et al 1996; pulmén de células no pequenas: Komaki et al 1996; préstata: Vesalainen
et al 1994 ...)'y también en el carcinoma de cérvix (Levine et al, 1995; Isacson et al, 1996,
Tsang et al, 1999). Se ha encontrado ademas relacion directa entre el indice de apoptosis
(IA) y el indice de mitosis (IM), siendo el IA generalmente mayor o igual que el IM (tal vez
porque la mitosis se completa antes que la apoptosis y por tanto se infracuantifica) (Stauton
y Gaffney, 1995). Nuestro grupo ha realizado estudios de apoptosis/proliferacion en tumores
de laringe, mama y vejiga, comprobando que los tumores altamente proliferativos tienen un
indice élevado de apoptosis (Lera et al, 1998; Pérez et al, 1998; Lara et al, 1999).

El papel que juega la apoptosis/proliferacién durante la evolucion desde displasia cervical a
carcinoma invasivo, ha sido motivo de estudio. Para algunos autores, el grado de displasia
cervical se relaciona de forma inversa con la apoptosis y de forma directa con la
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proliferacién, mientras que para otros existe una relacion directa entre el grado de displasia,
apoptosis y proliferacién (Tabla 17). ‘

TABLA 17: Relacion entre "apop‘tosis‘, pro‘li‘feracién y gfado de displasia cervical.

. N° Ptes ' Apoptosis/grado lesidén Proliferacién/grado lesién
Sheets-(1996) 42 ’ Inversa (p<0.001)
Levine (1995) 66 Directa Directa
Isacson (1996) 81 Directa Directa
Shoiji (1996) 191 Directa ‘ No

La cuantia de la apoptosis también depende del patrén histolégico. En los tumores de cérvix
los adenocarcinomas presentan un mayor |IA que los carcinomas epidermoides (Levine et al,
1995; Wheeler et al, 1995; Tsang et al, 1999).

7.23.3 Apoptosis y Radioterapia. Las radiaciones ionizantes (RI) inducen apoptosis
como forma de muerte celular. La tasa de apoptosis inducida por una dosis de Rl esta
relacionada directamente con la apoptosis espontanea (Meyn et al, 1993). De esta manera
altas tasas de apoptbsis pretratamiento predicen una buena respuesta a RT (Kerr et al, 1994;
Meyn et al, 1994), en modelos animales.

También se ha demostrado que existe correlacion entre la apoptosis inducida por Rl y el
retraso en el crecimiento tumoral, asi como con la TCD50 (dosis de radiacion a la cual el
50% del tumor es controlado localmente), lo que sugiere que la curabilidad del tumor, es
proporcional a la susceptibilidad de éste para sufrir apoptosis (Meyn et al, 1993).

Existe una heterogeneidad de la respuesta apoptoética en los distintos tumores (Meyn et al,
1993). Kelland y Steel (1988) analizaron la respuesta a la irradiacion de 5 lineas conocidas
de carcinoma de cérvix, utilizando distintas tasas de dosis (16, 32 o 150 cGy/min),
encontrando diferencias significativas en la radiosensibilidad de estas lineas celulares.

Los estudios realizados sobre apoptosis, proliferaciéon y reépuesta a la RT en diversos
tumores, han mostrado distintos resultados (Tabla 18).
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TABLA 18: Apoptosis, proliferacién y respuesta a Radioterapia.

N° Apoptosis/ Apoptosis/ Proliferacion/
Pacientes Control Local Supervivencia Supervivencia
Cérvix Levine
(1995) 66 Peor (A.M) Peor (A.M) No
Wheeler 44 (1) "No No (2)
(1995) _ :
Tsang :
(1999) 77 - No Peor si T<6cm Peor si T<6cm
Sheridan ' '
34(1
(1999) M | Ne (@)
Chung 48 Mejor (A.M)  No(2 No
(1999) ~
Vejiga Chyle ' |
(1996) 158 No s No No
Lara ) .
(1999) 53 Peor Peor (AM) (4) Peor
Laringe Lera ; ' ;
(1998) 57 Peor Peor (AM) Peor

1: Tipo Histologico Adenocarcinoma. 2: Mejor supervivencia global. 3: Mejor supervivencia utilizando el cociente 1A/IM, p<0.03.
4: T2 vs T3-4. AM: analisis multivariante.

Existen cinco estudios que relacionan apoptosis, proliferacién y supervivencia en carcinoma
de cervix (Tabla18). Levine et al (1994,1995) en un grupo de pacientes compuesto
fundamentalmente por carcinomas epidermdides, confirmaron la relacién entre apoptosis
pretratamiento y supervivencia, observando que tumores con IA por encima de la mediana
(0.71%) tenian peor control local y supervivencia tras RT. Esta correlacion era
independiente de la edad, estadio e IM. En el estudio de Tsang et al (1999), la supervivencia
no dependia de ninguno de estos pardmetros cuando se valoraba toda la serie, pero si se
tenia en cuenta el tamario tumoral se veia que los tumores <6¢m, con alto indice apoptético
y de proliferacion, tenian peor respuesta a RT. Estos resultados son opuestos a los del
estudio de Chung et al (1999), en el que los tumores con alto |A se asociaban a una mayor
supervivencia global (p<0.005), siendo el IA marginalmente significativo en el analisis
multivariante para el control local (p<0.057). Cuando se analizaban adenocarcinomas de
cérvix, los tumores con >|A presentaban una tendencia a una mayor supervivencia global
(p<0.056), sin que existiera esta relacion con el control local ni con la supervivencia causa
especifica (Wheeler et al, 1995). Sheridan et al (1999) utilizando el cociente entre IA/IM,
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observaron que los tumores con un valor alto presentaban una supervivencia
significativamente mejor que los que tenian valores bajos (p<0.03).

La SF2 de cada tumor (fraccién de supervivencia tras 2 Gy de dosis) es un parametro que
se mide in vitro, y se correlaciona con la posibilidad de control local y con la
radiosensibilidad intrinseca en carcinoma de cérvix (West et al, 1993; West and Hendry,
1992). Los tumores con mayor radiosensibilidad (SF2<mediana) tienen significativamente
mejor supervivencia y control local que los menos radiosensibles (SF2>mediana). En el
estudio de Levine et al (1995), los pacientes con bajo IA y baja SF2 tuvieron mejor control
local y supervivencia (100% y 80% respectivamente) que aquellos con valores de IA y SF2
por encima de la med'iana (46% y 25% respectivamente). Probablemente la apoptosis, al
igual que la necrosis, aumenta én zonas hipovasc;ularizadas al sufrir hipoxia celular. Se sabe
que la hipoxia produce una respuesta a la RT hasta 3 veces menor, y ésto podria explicar
por qué tumores con |A altos tienen menor respuesta a RT. La relacién de la apoptosis con
la proliferacion podia justificar igualmente estos resultados (Lera et al, 1998; Pérez et, 1998;
Lara et al, 1999).

El papel que los genes reguladores de la apoptosis tienen en la prediccion del resultado
clinico a la irradiacion en cancer de cérvix, ha sido analizado en tres estudios recientes. La
madificacién inducida en su expresién por la irradiacion parecer tener relevancia pronéstica
(Tabla 19).

TABLA 19: Modificacion de la apoptosis y la expresion de bax y bcl-2 durante Radioterapia.

N° Pacientes Apoptosis - Bax Bcl-2
Ohno (1998) 20 Aumenta Aumenta No se modifica
Kokawa (1999) 7 Aumenta Aumenta No se modifica
Harima (1998) 44 Aumenta Aumenta

En el estudio de Ohno et al (1998) se estudi6 el IA y la expresion de bax a 0 Gy y después
de 9 Gy. El A aumenté de 0.22% a 1.20% respectivamente (p<0.004), y la tasa de bax se
increment6 de 15% a 60% (p<0.0126). Se observé correlacion entre la expresion de bax y
apoptosis. Estos resultados son similares a los obtenidos por Kokawa et al (1999), y
sugieren que la proteina bax se asocia a la apoptosis inducida por tratamientos ionizantes y
con una buena respuesta a la RT. En el estudio de Harima et al (1998) se estudiaron bax y
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bcl-2 a 0 Gy y después de 10.8 Gy, observando un aumento significativo en ambos casos
(p<0.003 y p<0.0001 respectivamente). Sin embargo, el incremento de bax se relacioné con
buena respuesta al tratamiento, mientras que la elevacién de bcl-2 resulté el factor
pronédstico mas adverso para la respuesta a la RT en el analisis multivariante.

7.2.3.4 Apoptosis y Pronélst'i’co. Existe una tendencia a mayor progresién de la
enfermedad en tumores con mas apoptosis y viceversa (Staunton y Gaffney, 1995). Sin
embargo, los estudios a veces son contradictorios, debido probablemente a que la apoptosis
es un fendmeno ligado a multiples aspectos de la biologia tisular, en concreto tumoral, y
dependiendo de la influencia que cada uno de estos aspectos, tenga sobre la apoptosis en
cada tumor, la interpretacion de los resultados sera diferente. _ '

Uno de los aspéctos que parece influir en la apoptosis es la proliferacién. Como ya hemos
visto anteriormente, existe relacion directa entre apoptosis y proliferacién (Vesalainen et al,
1994; Levine et al, 1995; Chyle et al, 1996; Komaki et al, 1996). En general, los niveles
elevados de apoptosis se han relacionado con mayor extension local y con tumores mas
indiferenciados (Lipponen et al, 1994; Levine et al, 1994; Lipponen y Aaltomaa, 1994;
Vesalainen et al, 1994, Aihara et al, 1995; Chyle et al, 1996). La relacion con metastasis
ganglionares o a distancia (Lipponen y Aaltomaa, 1994 ; Komaki et al 1996) es mas
controvertida. En el carcinoma cervical se ha relacionado la apoptosis con la proliferacion
(Levine et al, 1995; Isacson et al, 1996; Tsang et al, 1999), pero sin encontrarse relacion con
factores clasicos de pronéstico, como el grado histolégico y el estadio. Existe una relacién
entre genes reguladores de apoptosis y la extension de la enfermedad, de manera que,
tumores con mayor expresion de p53 se relacionan con estadios avanzados (Avall-
Lundqvist et al, 1997) asi como los que tienen sobreexpresion de c-myc (Riou et al, 1990;
Wu et al, 1996). Sin embargo, la correlacién es inversa entre bcl-2 y estadio, de manera que
la sobreexpresién de bcl-2 predomina generalmente en los estadios iniciales (Tjalma et al,
1998).

Los tumores con alto indice apoptético han tenido peor supervivencia en la mayoria de los
estudios publicados: en vejiga (Lipponen y Aaltomaa, 1994; Lara et al,1999); en mama
(Lipponen et al, 1994, Pérez et al, 1998); urotelio alto (Masuda et al, 1997); prostata
(Vesalainen et al, 1994; Aihara et al, 1995); laringe (Lera et al, 1998). En el carcinoma
epidermoide de cérvix, los estudios de Levine et al (1994 y 1995) muestran un peor
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prondstico en aquellas pacientes con tumores con alto indice apoptético, mientras que en el
estudio de Tsang et al (1999) ésto sucede sélo en los tumores <6cm. Cuando se estudian
los - adenocarcinomas de cérvix esta relaciébn es inversa, de manera que los
adenocarcinomas de cérvix con alto indice de apoptosis tendrian mayor supervivencia. Sin
embargo, esta relacion es evidente sélo cuando nos referimos a supervivencia global
(Wheeler et al, 1995) o cuando se tiene en cuenta el |IA/IM (Sheridan et al, 1999) (Tabla 18).

En cuanto la relacién entre los genes reguladores de apoptosis y el prondstico, los
resultados son controvertidos. La expresion de bcl-2 se relacion6é con peor‘pronc'Jlstico en
leucemia, linfoma y neuroblastoma (Nufiez y Clarke, 1994) y en carcinoma de prostata
(Hockenberry et al, 1991; Colombel et al, 1993). Sin embargo, en estudios con carcinoma de
pulmén de células no pequefias la sobreexpresion de bcl-2 se relacioné con una evolucién
menos agresiva de la enfermedad (Pezzella et al,1993; Apolinario et al, 1997). En el
caréinoma de mama los tumores que expresan bcl-2, asociados a la presencia de
receptores de estrégeno y progesterona, se corresponden con tumores de menor grado
(Joensuu et al, 1994). En el carcinoma de cérvix la sobreexpresion de bcl-2 se asociaria en
dos estudios con mayor supervivencia, mientras que otros dos estudios muestran resultados
opuestos (Tabla 20).

En relacién con p53, un gran namero de tumores como melanoma, pulmén, colon, vejiga y
préstata, presentan un ailto porcentaje de mutaciones de este gen, y ésto se asocia con un
peor pronéstico. En un estudio realizado por nuestro grupo en carcinomas del urotelio

superior (Rey et al, 1997), se demostrd que las alteraciones del p53 se asocian con una alta

proliferacién y peor supervivencia. En el carcinoma de cérvix, las mutaciones de p53 sélo se

observan en el 7% de los casos (Lazo, 1999), por lo que la expresién de p53 es
probablemente debida al alargamiento de su vida media al unirse a la proteina viral E6. En
los ocho estudios realizados sobre p53 y carcinoma de cérvix, la expresion de la proteina
se relaciona con peor supervivencia en el analisis univariante en tres estudios y no tiene
relacién con el pron6stico en los restantes (tabla 20).

Se ha estudiado la relacion de otros genes con la supervivencia en carcinoma de cérvix. La
expresion de bax no fue determinante en ninguno de las series analizadas, mientras que la
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sobreexpresién de c-myc se asocid con peor pronostico en los dos estudios realizados
(Tabla 20). - ‘

TABLA 20: Relacion de gehes reguladores de apoptosis/proliferacion con Supervivencia en
carcinoma cervical.

o ,
| P';‘e . | Estadio (Tto) p53 bax | bcl2 c-myc
Riou (1990) 93 Ib-lla (Cx+RT) Peor (AM)
Oka (1993) 192 il (RT) No
Kainz (1995) 109 Ib-lib (Cx) No .
Uehara(1995) 259 ib-lla (Cx) No No
Wu (1996) ' 48 I-lV (Cx, RT) Peor
Dellas (1997) 76 Ib (Cx) No
Avall-Lundgvist (1997) | 113 | IV (Cx, RT) Peor (AU)
_Tjalma (1997) 137 I-IV (Cx, RT) Mejor (AM)
Nakano (1998) | 64 (RT) No
Rajkumar (1998) 40 IIB (RT) No Peor (A.U)
Crawford (1998) 46 -HIV(Cx,RT) | Peor(AU) No | Mejor (AU)
Harima (1998) 44 ' RT No No
Pillai (1999) 101 RT No Peor (A.U)

AU: anélisis univariante. AM: andlisis multivariante. Cx: cirugia. RT: radioterapia.

7.24 MARCADORES DE PROLIFERACION TUMORAL

La capacidad proliférativa ha sido relacionada con la progresién y la supervivencia en gran
variedad de tumores. La cuantificacién de la proliferacién tumoral se puede realizar por
varios meétodos, incluyendo la tincién con hematoxilina-eosina (IM), inmunohistoquimica
(ki67, PCNA), y la citometria de flujo con técnicas de marcado con bromodeoxiuridina
(BrdUrd).

El antigeno nuclear ki67 es una proteina que se expresa en las células en todaé las fases
del ciclo, excepto en GO, por lo que representa una estimacion de la fraccion del crecimiento
tumoral. La relacion entre proliferacion tumoral (medida mediante la expresion de ki67) y la
extension tumoral (local, ganglionar), el grado histolégico y la supervivencia, se ha estudiado
en carcinoma de cérvix con resultados controvertidos (Tabla 21).
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TABLA 21: Relacion entre proliferacion (estimada mediante ki67), factores prondsticos
clasicos y supervivencia en carcinoma de cérvix.

N° Ptes Grado Histolégico Extensién Local / Gg Supervivencia

Wong (1991) 31 Si

Cole (1992) 28 No No No

Garzetti (1995) 57 No ‘ Si Peor

Levine (1995) - 66 No

Oka (1996) 76 : Si* ‘No No

Camacho (1997) 35 : Si* ' No No

Nakano (1998) ] 64 Mejor
_Pillai (1998) 152 Mejor

*grado 2 vs 3

Solo un estudio ha demostrado relacién entre expresion de ki67 y extension local o
gangliohar de la enfermedad (Garzetti et al, 1995). En dos estudios se encuentra relacién
entre los niveles elevados de ki67 y tumores indiferenciados (Wong et al, 1991), mientras
que en otros dos estudios esta relacion no existe (Cole et al, 1992; Garzetti et al, 19995).

En relacién a la supervivencia, los resultados tampoco son concluyentes, ya que en dos
estudios los niveles elevados de ki67 se asociaron a peor supervivencia (Garzetti et al,
1995; Cung et al, 1994), en dos la relacién fue inversa (Nakano et al, 1998; Pillai et al,
1998), y en tres no se demostrd ninguna relacién entre ki67 y supervivencia (Cole et al,
1992; Levine et al, 1995; Oka et al, 1996).

En nuestro grupo (Camacho et al, 1997) se ha determinado el ki67 en una serie preliminar
de 35 pacientes con carcinoma de cérvix, sin encontrar relaciéon con la edad, el estadio, ni
con la supervivencia. Se observé una tendencia a relacionarse entre el grado histologico y la
expresion de ki67, sobretodo entre los grados Il vs grado Ill. El indice medio de expresion
del marcador fue del 32.46% para los adenocarcinomas, significativamente mas bajo que
para los carcinomas epidermoides (48.4%), lo cual podria justificar la diferente conducta y
reépuesta a los tratamientos entre ambos tipos histologicos. Estos resultados son similares
alos pUincados por Oka et al (1996).

Mediante la citometria de flujo, utilizando técnicas de marcado con BrdUrd, podemos
analizar la ploidia, la fraccion de crecimiento tumoral (fraccién de fase S) y el tiempo
potencial de duplicacién celular (Tpot). La relabién directa con el tamafio tumoral (Tsang et
al, 1999), no se ha confirmado en otros trabajos (Gasinska et al, 1999). En general, no se ha
observado relacion entre la ploidia tumoral y el pronéstico en carcinoma de cérvix (tabla 22).
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Los estudios publicados sobre la relacion de la fraccion de fase S y el pronéstico muestran
resultados contradictorios (tabla 22).

TABLA 22: Relaclon entre los resultados de Ia cltometrla de ﬂulo y pronostlco en carcinoma de
cérvix. - - .

Ptes |  Ploidia 1 Fase S Aumentada
Strang (1987) - 133 - No - | . " Peor supervivencia
. _Kristensen (1995) 465. | - " No : No = =
" Zolzer (1995) . 25 | 0 ‘ ' - No (")
Bolger (1996) 121 : - Peor supervivencia (AM)
Gasinska (1999) - 260 No ‘No

*: peor supervivencia solo si disminuye la fase S durante el tratamiento (p<0.03). AM: andlisis multivariante.

La proliferacion tumoral continGa durante la irradiacion, siendo la tasa de repoblacién al
menos tan rapida, como la prevista mediante Tpot (tiempo potencial de duplicacién)
pretratamiento (Durand, 1997). En los dos estudios publicados sobre Tpot en carcinoma de
~ cérvix tratado con RT se demuestra que existe al menos una tendencia a menor
supervivencia-y a recidiva local en aquellas pacientes con un Tpot corto (Tsang et al, 1995;
Bolger et al, 1996). -

7.2.5 OTROS GENES RELACIONADOS

Ras es una famillia de genes (H-ras, K-ras, N-ras). La activacion del gen, tanto por mutacion
como por sobreexpresion, puede contribuir a la transformacién neoplasica (O'Brien et al,
1989; Barbacid et al, 1990). En modelos experimentales se ha observado que HPV 16
coopera con el gen H-ras mutado en la transformacion celular (Storey et al, 1988; Dipaolo et
al, 1989). | | | |

En pacientes con carcinoma de cérvix, los estudios moleculares de la mutacién de H-ras
han mostrado resultados contradictorios (Tabla 23). Por métodos IHQ, la expresion de la
proteina H- ras varia entre 12-80% (Sagae et al, 1989; Symonds et al, 1992, Lee et al, 1996).
En el estudio de Lee et al (1996) se analiz6 H-ras por técnicas moleculares e
’|nmunoh|stoqu|m|cas en 27 pamentes sin observarse correlaciéon entre las dos técnicas
(59% presentaban inmunorreactividad y el 22% mutaciones en el gen).
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TABLA 23: Mutacion de H-ras en carcinoma de cérvix.

N° Ptes H-ras mutado
" Riou, 1990 93 11%
Willis, 1993 15 7%
Van Le, 1993 _ 72 No
Lee, 1996 27 22%

La mutacion de H-ras se asocia con estadios avanzados en algunos estudios (Riou et al, .

1990), aunque no ha sido confirmado en otros (Willis et al, 1993; Lee et al, 1996). Lo mismo
sucede cuando se estudia la expresion de su proteina (Sagae et al, 1989; Hayashi et al,
1991; Symonds et al, 1992; Lee et al, '1996). No se ha encontrado relacion entre la
alteracion de H-ras y supervivencia; por lo que los autores concluyen que, aunque la
mutacion de H-ras puede ser un suceso importante‘en la carcinogénesis cervical, su

determinacion no afiade informacién pronéstica (Lee et al, 1996).

El oncogen erbB-2/neu (Her-2) es un protooncogen que codifica una proteina de la
membrana (p185) que tiene actividad tirosin-kinasa. El producto de este oncogeh es similar
al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y se piensa que funciona como tal.
La oncopfoteina puede ser estimulada para transmitir sefiales de regulacién del crecimiento,
por lo que se piensa que el oncogen juega un papel importante en la proliferacion celular.

La proteina Her-2 se observa por técnicas de IHQ en el 6itoplasma y la membrana de las
células tumorales. Se expresa en el 42% de los carcinomas de cérvix, incrementandose su
expresion en estadios mas avanzados. La expresién no varia con el tipo histolégico (Hale et
al, 1992; Nakano et al, 1997). Su relacion con otros parametros de proliferacién como ki-67
y pIM (indice mitético de la poblacién proliferante), fue analizada por Nakano et al (1997) en
64 pacientes con carcinoma de cérvix tratados con RT. Se observo relacion inversa con ki-
67 y directa con pIM. |

La expresion de la oncoproteina Her-2 se ha asociado con peor prondstico en varios
tumores, particularmente en el carcinoma de mama. En el carcinoma de cérvix se ha
demostrado también peor pronéstico en las pacientes con Her-2 positiva (Hale et al, 1992;
Oka et al, 1994; Wong et al, 1996; Nakano et al, 1997), siendo esta diferencia significativa.
Las pacientes con sobreexpresién de la oncoproteina tuvieron mayor nimero de recidivas
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locales, debido a una resistencia de estas. células a la radiacién y/o al incremento de> la
repoblacion durante la irradiacion (Tabla 24).

TABLA 24: Relacion de la expresion de erbB-2/heu (Her-2) con la supervivencia.

N° Ptes Sobreexpresion de Her-2
Hale, 1992 62 Peor Supervivencia
Oka, 1994 192 Peor Supervivencia
Wong, 1996 70 Peor Supervivencia (*)
Nakano, 1997 64 Peor Supervivencia

*: determinacion por PCR

La expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se relaciona con el
tamario tumoral en pacientes con carcinoma de cérvix, y existe una tendencia a mayor
expresion en estadios avanzados sin que las diferencias sean significativas (Kim et al,
1996). |

La familia de genes nm23 (-H1, -H2, -H3b) generalmente se clasifican como genes
supresores de metastasis. Se ha demostrado un pronéstico favorable en pacientes con
sobreexpresién de nm23 en cancer de mama (Bevilacqua et al, 1989), ovario (Mandai et al,
1994;‘Scambia et al, 1996), hepatocelular (Nakayama et al, 1992), prostata (Konishi et al,
1 993) y en melanoma (Florenes et al, 1992). Sin embargo, en el neuroblastoma (Leone et al,
1993) la sobreexpresion de nm23 se asocié a diseminacion metastasica y progresion de la
enfermedad, por lo que, nn\123 actuara por mecanismos distintos segun los tumores (Tabla
25).

TABLA 25: Relacion de la sobreexpresion de nm23 con la supervivencia en tumores de
distintas localizaciones.

N° Ptes Localizacion Supervivencia
Bevilacqua, 1989 27 : Mama Mejor
Nakayama, 1992 30 Hepatocelular Mejor
Konishi, 1993 80 Prostata " Mejor
Florenes, 1992 . 33 Melanoma Mejor
Leone, 1993 75 Neuroblastoma Peor
Mandai, 1994 45 Ovario Mejor
Scambia , 1996 106 Ovario Mejor
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En el carcinoma de cérvix se ha observado correlacion inversa entre la expresién de la
protel’na y_Ia afectagién gangliongr (p<0v.007) en el estudio de Marone et al (1996). Similares
resultados, pero sélo para el tipo histolégiéd vadenbcarcinoma, se obtuVieron enel estudio de
Mandai et al (1995). Se necesitan mas estudios que estudien la relacién de nm23 con
carcinoma de cérvix. |

7.3 ANGIOGENESIS TUMORAL

La angiogénesis o heovascularizacién tumoral es un proceso necesario para la progresion y
metastatizacién de los tumores (Folkman, 1995). La angiogénesis influye en ei crecimiento
tumoral no sélo mediante el efecto de perfusién, sino también por el efecto paracrino de las
células endoteliales sobre las células tumorales. Asi, la migracién de las células endoteliales
facilita la invasion local de las células tumorales, mediante la degradacién de la matriz
extracelular, y Ibs nuevos vasos formados favorecen la entrada de células tumorales a la
circulacion, permitiendo las metastasis a distancia (Vermeulen et al, 1996). Los neovasos
surgen siempre de capilares o vénulas preexistentes, nunca de arterias o arteriolas. Brem et
al (1972) demostraron en neoplasias de distinta localizacion, que hay diferentes grados de
vascularizacién, que varian no soélo de un tumor a otro, sino también dentro del mismo
tumor. Posteriormente, Révész et al (1989) observaron en el carcinoma de cérvix, que esta
diferencia era significativamente mayor entre tumores, que dentro del mismo tumor, por lo
‘que se puede considerar que existe un patron vascular caracteristico en cada tumor.

Uno de los métodds para estimar la angiogénesis tumoral es la medicién de los microvasos
intratumorales. Estos microvasos pueden identificarse utilizando técnicas de IHQ que tifien
las células endoteliales. Dentro de Iés Ac disponibles para identificar células endoteliales se
distinguen dos categorias: los marcadores pan-endoteliales y los que se unen de forma
especifica a endotelio proliférante (Vermeulen et al, 1996). Los mas usados actualmente son
los panendoteliales, entre los que se encuentran el anti-CD31, el anti-factorVIll y el anti-
CD34. Los estudios que los comparan como medida de neovascularizacién, han
demostrado en todos los casos, una mayor sensibilidad de CD-31, que marca hasta un
tercio mas de vasos y muestra una mayor capacidad pronéstica (Parums et al, 1990; Horak
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et al, 1992; Toi et al, 1993; Schmidt et al, 1995). CD-31 reacciona frente al antigeno JC-70,
que es una glicoproteina de membrana. En la actualidad se considera el marcador mas
sensible y especifico de ‘céIUIas"-endoteliaIes a pesar de fijarse dvébilmente a fibroblastos, a
algunas células tumorales y a células plasmaéticas (Horak et al, 1992) Mediante IHQ
podemos cuantificar mlcrovasos determinar la distancia mtercapllar y la densidad
intratumoral de microvasos (IMD), como medidas para estimar la vascularizacién
mtratumoral

La mayoria de los tumores permanecen meses o afios in situ, hasta que el tumor adquiere el
fenotipo angiogenico. El cambio tumoral desde la fase prevascular a vascular, angiogénica o
de diseminacion, esta regulada -por factores estimulantes, como el factor de crecimiento
endotelial. (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (b-FGF), y por factores
inhibidores, como la trombospondina 1(TSP-1) y el interferon alfa. Los mecanismos que
regulan el equilibrio entre estos factores, especialmente VEGF, estan por definir. VEGF es
una citoquina que potencialmente estimula la angiogénesis in vivo. En esferoides tumorales,
su expresién' aumenta en presencia de hipoxia y con la deprivacién aguda de glucosa,
revirtiéndose esta situacién con hiperoxigenacion y aporte de glucosa respectivamente
(Shweiki et al, 1995). La expresion de VEGF est4 regulada también por la activaciéon de
oncogenes y mutacion o deleccion de genes supresores (Claffey et al, 1996). La p53
mutada incrementa especificamente la induccion de VEGF y produce una importante
reduccién en la expresién de TSP-1 (Kieser et al, 1994; Dameron et al, 1994). La hipoxia
induce la expresién de VEGF de forma independiente de p53, por lo que existen al menos
dos vias independientes de activacion del VEGF (Agani et al, 1997). En el carcinoma de
pulmon de células no pequefias existe una relacién inversa entre la expresion de bcl-2 y
VEGF, y relacidén directa entre la expresién de p53 y VEGF, siendo el VEGF factor
prondstico independiente para la supervivencia en el analisis multivariante (Fontanini et al,
1998). '

La neovascularizacion se ha relacionado con la displasia y con el carcinoma invasivo de
cérvix. El nimero de microvasos es proporcionaimente mayor en las displasias y en el
carcinoma infiltrante que en los controles, y también es mayor en las pacientes que
presentan recidivas (Dellas et al, 1997). Para Ravazoula et al (1996) esta relacién existe,
péro sin que la diferencia sea significativa entre displasia severa y carcinoma infiltrante,
mientras que para Abulafia et al (1996) la diferencia entre carcinoma infiltrante y displasia es
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significativa, sin existir diferencia entre displasia y epitelio cervical normal. La expresion de
VEGF también se relaciona de forma directa, con el grado histolégico de CIN y el carcinoma
infiltrante (Dobbs et al, 1997). La angiogénesis, por tanto, es un suceso que ocurre desde el
comienzo de los cambios displasicos en el céervix. |

Existen estudios que relacionan el nimero de vasos intratumorales y la expresién de VEGF
en distintos tumores (Toi et al, 1995; Maeda ét al, 1996). La densidad de microvasos se
relaciona con la expresién de VEGF en carcinoma infiltrante de cérvix (Dobbs et al, 1997;
Tokufno et al, 1998; Ko'dam'a et al, 1999), de manera que los tumores que expresan VEGF
tienen una mayor densidad intratumoral de microvasos.

El estudio de la angiogénesis (medida como nimero de microvasos) en relaciéon con
factores - pronosticos clasicos en el carcinoma cervical (Tabla 26), no ha mostrado
correlacién en la mayoria de las series publicadaé (Tjalma et al, 1998; Avall-Lundqvist et al,
1997; Bremer et al, 1996, Wiggins et al, 1995; Schienger et al, 1995). Sélo se ha visto de
forma ocasional relacion con invasion vascular (Wiggins et al, 1995), con afectacién
ganglionar (Bremer et al, 1996), con tamafio tumoral (Avall-Lundqvist et al, 1997) y con
estadios iniciales (Avall-Lundqvist et al, 1997, Kodama et al, 1999). Con respecto a la
expresion de VEGF, en dos estudios fue significativamente mayor en los adenocarcinomas

(Tokumo et al, 1998; Santin et al, 1999), mientras que en el estudio de Kodama et al (1999)

la expresion de VEGF era independiente del tipo histolégico.

TABLA 26: Relacion entre angiogénesis y factores pronésticos clasicos.

Inv.

Ptes Método “| Tipo Histologico Tamario T Estadio Vascular Ganglios
oy | 113 | Antitactor-vin No Si (1) Si (2) No No
}’:’;%‘-?5‘;‘5 29 | Antifactor-ViIl No Si No
'(31'33‘6‘)" 114 | Antifactor-Vili s
e N -
L";‘;g')“ 73 VEGF Si No No
(31‘;'33; 8 VEGF Si

;%‘;%’)“a 66 VEGF No No si No No

(1) S6lo en estadios IB-11A (p<0.05). (2) S6lo entre estadios IB-liA (p<0.01).
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El papel de la neovascularizacion tumoral en el desarrollo de metastasis ha sido
comprobado en algunos estudios en tumores de mama (Horak et al, 1992; Barbareschi et
al,1994), pulmén (Macchiarini et al, 1992; Apolinario et al, 1997) y cabeza y cuello
(Gasparini et al, 1993), mientras que otros estudios no mostraron relacién en tumores de
mama (Charpin et al, 1995; Gouldine et al, 1995) y colon (Bossi et al, 1995). En carcinoma
de cérvix, el estudio de Bremer et al (1996) es el Unico que 'observa diferencias significativas

en la vascularizacién de los tumores con y sin metastasis ganglionares.

La mayoria de los estudios publicados, coinciden en considerar la neovascularizacién como
un factor pronéstico independiente de supervivencia en el carcinoma cervical (Tabla 27), de
manera que, cuanto mayor es la vascularizacion menor es la supervivencia. En el estudio de
Avall—Luhdqvist etal ( 1997) no se encuentra esta relacién, atribuyéndolo los autores a que
en su serie sblo hay carcinomas escamosos y estan incluidos todos los estadios, mientras
que en otros estudios existen distintos tipos histologicos o sélo se incluyen estadios iniciales
o avanzados. No existen estudios que valoren el papel de VEGF en la supervivencia en
carcinoma de cérvix.

TABLA 27: Relacion entre vascularizacién y supervivencia en carcinoma de cérvix.

I N° Ptes Método l Sup er;nsvirg;iacacausa- Supervivencia global
Schienger (1995) 42 antifactor-Vi|| Si Si

Rutgers (1995) 70 antifactor-Viil . No No

Bremer (1996) I 144 antifactor-Vil| Si (A.M)

Dellas (1997) | 58 Anti-CD-31 Si (A.M)
Avall-Lundqvist (1997) 113 Antifactor-Viii No

Tjalma (1998) 114 Anti-CD-31 ‘ Si (A.M)
Obermair (1998) 166 Antifactor-VI|| Si (A.M)
Davidson (1998) 75 Anti-CD-31 Si (A.U)

Cooper (1999) 74 antifactor-Viii Si (A.M)

AM: analisis muitivariante. AU: andlisis univariante.

La importancia de la cuantificacion de la actividad angiogénica tumoral radica, no sélo en su
valor como factor pronéstico, sino también como predictor de respuesta al tratamiento. La
baja densidad vascular intratumoral es un factor predictivo de resistencia a la radiacién en
carcinoma de cérvix (Lyng et al, 1996). Sin embargo, en el estudio de Cooper et al (1999)
los tumores mas vascularizados tuvieron una tendencia a peor control local.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Introduccion

La angiogénesis puede ser también evaluada por métodos bioquimicos, que detecten en
suero u orina factores angiogénicos como el bFGF, que se ha encontrado elevado en la
orina de pacientes.en diversos tumores malignos (Li et al, 1994). Otras técnicas de uso
clinico como la resonancia nuclear funcional, el eco doppler, la tomografia por emisién de
positrones (PET), y la presién parcial intravascular e intersticial de oxigeno, también nos
permiten evaluar la vascularizacion tumoral. Hawighorst et al (1998) estudiaron en pacientes
con carcinoma cervical, la relacién entre la vascularizacién medida mediante resonancia
magnetica dindmica y mediante métodos histomorfolégicos (densidad microvasos y VEGF),
encontrando relacién entre los resultados de la resonancia y la densidad de microvasos,
pero no con VEGF. También encontraron que la supervivencia se relacionaba mejor con los
resultados de la resonancia, que con los resultados de los métodos histomorfol6gicos.

7.4 OXIGENACION TUMORAL

7.4.1 Introducvcién.

En 1909, Gotwald observé que la respuesta a la irradiacion de la piel de su antebrazo era
menor, cuando se aplicaba sobre un area con flujo sanguineo reducido mediante
compresion. En los afios cincuenta, se realizaron numerosas observaciones clinicas y
experimentales que demostaron que la oxigenacion tumoral condicionaba la respuesta a
radioterapia (Gray, 1953). Desde el punto de vista radiobiolégico, los tejidos normales estan
bien oxigenados (20-40 mmHg). Sin embargo, los tumores poseen una fraccién de células
hipéxi_cas (pero viables) del 5-40%, que condiciona una peor oxigenacion con respecto a los
tejidos normales (Lartigau et al, 1992).

Entre los condicionantes de hipoxia tumoral existen diversos factores dependientes:

1. Del tumor. La existencia de células tumorales distantes a los vasos, 100-180 micras,
limita el intercambio de sustancias entre el tumor y los vasos sanguineos (Thomlinson,
1955). Recientemente se ha confirmado la relacion directa entre hipoxia y distancia
intercapilar intratumoral en 30 pacientes diagnosticad'as de carcinoma de cérvix (West ef al,
1999).

2. De la vascularizacion tumoral. La tortuosidad, el enlentecimiento y el estasis
intermitente (Chaplin, 1986), limitan el aporte de cualquier sustancia y disminuye los
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gradientes de concentracién y el intercambio de moléculas por difusion (oxigeno y parte de
los quimioterapicos). La ausencia de inervaciéon y de mecanismos de autorregulacion, la
mayor presién con respecto a los capilares normales y la ausencia de linfaticos se traduce
en hemoconcentracién, aumento de la fesisfencia vascular y disminucién de las propiedades
reolégicas de la sangre (Vaupel et al, 1989).

3. Del propio paciente. Los bajos niveles de hemoglobina (Dische et al, 1986) o la
disminucion de la capacidad del transporte. de oxigeno por la sangre causada por el
monoxido de carbono del tabaco (Overgaard, 1992), asi como otras situaciones que puedan
modificar el aporte de oxigeno a las células: funcionalismo cardio-respiratorio, vascular,
etc...

La respuesta de los tumores a la RT esta directamente relacionada con la oxigenacion.
Desde 1955 se ha venido observando de forma experimental, que los tumores tienen zonas
de hipoxia y que éstas comprometen la eficacia del tratamiento con RT (Thomlinson and
Gray, 1955). El mecanismo de accién de la RT consiste en la produccion de fenémenos de
ionizacién y excitacion de atomos y moléculas. Esto provoca la formacion de radicales libres
que producen el efecto radiobiolégico: reaccionan con otras moléculas alterando su
estructura y/o funcién. La macromolécula (M) alcanzada por un radical libre se convertira a
su vez en un radical (M*). Esta alteracion puede revertirse gracias a los sistemas
antioxidantes y de reparacién de las células. Pero en presencia de oxigeno puede ser
convertida en un radical peroxiio (M-O*), que en el caso del ADN puede ser una
transformacion irreparable. Por tanto, en presencia de oxigeno "se fija el dafio" causado por
la irradiacion, mientras que en ausencia de oxigeno el efecto radiobiolégico disminuira, al
disminuir la formacion de radicales peroxilo en las macromoléculas y estructuras celulares.

La oxigenacion es un factor pronéstico importante, no sélo por su influencia en la respuesta
al tratamiento, sino porque ademas parece intervenir en la formacion del tumor y su
progresion. A nivel experimental se ha demostrado que la hipoxia produce una disminucién
de la tasa de proliferacién celular, y posiblemente un aumento del potencial invasivo y
metastasico (Hdckel et al, 1993). Muchos de los genes involucrados en este complejo
proceso estan regulados por la hipoxia (Dachs et al, 1998). La hipoxia induce apoptosis en
las células del epitelio cervical normal, pero no en las células con p53 andémala (p53 mutado
o ligado a E6-HPV). De esta manera, la hipoxia seleccionaria las células que han perdido su
potencial apoptético, por mutaciones de p53 o sobreexpresion de bel-2, lo que explicaria por

58

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Introduccién

qué los tumores hipéxicos son mas agresivos (Graeber et al, 1996; Kim et al, 1997: Amellem
et al, 1997). La hipoxia incrementa la tasa de mutaciones y contribuye al desarrolio de un
fenotipo mas invasivo y metastasico (Rockwell et al; 1997). Ya ha sido comentado el papel
de la hipoxia en Iav expreéiéh de VEGF (apartado 7.3).

7.4.2 Deteccion de la Hipoxia Tumoral.

Esta claramente establecido que los tumores hipéxicos son hasta 3 veces menos sensibles
a la RT que los bien oxigenados (Denekamp, 1989). Los pacientes con tumores peor
oxigenados, tendrian por tanto peor supervivencia. La iriexistencia hasta hace poco tiempo,
de métodos de uso clinico con los que medir la hipoxia tumoral, ha dificultado el
conocimientq de la verdadera magnitud del problema. S6lo en los ultimos 10 afios, se han
realizado algunos trabajos describiendo en humanos el valor predictivo del estudio de la
oxigenacion y el flujo sanguineo en distintos tumores. Los métodos disponibles actualmente
para medir el oxigeno, la hipoxia o parametros relacionados con ellos, son variados (analisis
histomorfométricos como la distancia entre vasos y la crioespectrometria, marcadores de
hipoxia como el nitroimidazole, roturas de cadenas de DNA y electrodos polarogréficos de
oxigeno) (Raleigh et al, 1996). Entre estos métodos destaca la cuantificacion de la pO,
intratumoral pretratamiento mediante electrodos polarograficos, con la que se ha
demostrado una marcada disminucién de la supervivencia en los tumores con baja
oxigenacién en cabeza y cuello (Gatenby, 1988) y en cérvix uterino (Hdckel, 1993: Sundfor
et al, 1997). En este sentido se celebré6 en USA una reunién de expertos del Instituto
Nacional del Cancer (Stone, 1993) sobre métodos para determinacién de hipoxia en
tumores humanos y su relacion con la respuesta a RT. Sus "recomendaciones y declaracién
de necesidades" fueron:

1. La hipoxia es un factor predictivo de respuesta a RT, independiente del estadio y tamafio
tumoral.

2. Urge establecer terapeuticas correctoras de hipoxia en esos pacientes.

3. Se recomienda que se estudien prioritariamente dos grupos de pacientes en los que esta
mas claro el impacto negativo en la supervivencia: los tumores de cabeza y cuello y los de
cervix uterino.

4. La determinacion de oxigeno mediante electrodos polarogréaficos es el método standard.
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7.4.2.1. Sistemas de Electrodos Polarograficos. Los métodos polarograficos se han
utilizado para medir la pO, tisular desde 1950, objetivandose hipoxia significativa en los
tumores con respecto a los tejidos normales. Sin embargo, esta técnica era criticada debido
a las modificaciones en la pO, originadas por la sonda al pasar por los tejidos, y a la
consumicién de O, por la parte sensible del electrodo. Estas causas potenciales de error
pueden ser minimizadas con el sistema de Eppendorf, ya que dispone de electrodos con un
diametro de 0.5 mm y 0.3 mm en la punta, y de un microcatodo de oro de 17 micras (Figura
3). La lesion del tejido debido a la progresién del electrodo es bastante mas pequeia, sin
repercusion en las medidas de p0.. La reproductibilidad de este método ha sido puesta de
manifiesto. por Lartigau et al (1992). El equipo Eppendorf de electrodos polarograficos, fue
considerado por una comisién de expertos del National Cancer Institute (USA), el método
standard para la determinacién de la oxigenacion tumoral (Stone, 1993), y mas
recientemente en el 43 Annual Meeting of the Radiation Research Society como el método
mas seguro y reproducible en la médicién de la oxigenacién tumoral (San José, California,
1995).

El electrodo avanza en pasos.de 0.7 mm, profundizando 1 mm y retrocediendo 0.3 mm en
cada paso ("pilgrim step"), para minimizar artefactos por compresién vascular, tomando
cada determinacion en menos de 1.4 segundos. La p0, medida pertenece al espacio
extracelular de un volumen de muestra de 12 micras de diametro, que corresponde a 50-100
células por cada determinacion, lo que le confiere una alta resolucion espacial. En general,
se realizan 200 determinaciones a partir de seis trayectos distintos del tumor, obteniéndose
un histograma de pO,, con un rango de 0-100 mmHg (Figura 4). Antes y después de cada
serie de medidas, se debe realizar calibracién en una camara que contiene suero fisiolégico
estéril al 0.9%, con pH=7.8. Por esta solucion se hace pasar, a través de un filtro estéril, aire
y nitrégeno al 100%. Se consigue asi una alternancia de presiones parciales de oxigeno
conocidas (21% y 0%). El equipo hace una interpolacién entre la calibracion previa y la
posterior a las medidas, para corregirlas de forma automatica.

A través del anodo de la camara, se genera un voltaje de polarizacion de 700 mV. La
reduccion electroquimica de las moléculas de oxigeno en el extremo del electrodo causa un
incremento de la corriente. Este aumento, es proporcional al nimero de moléculas de
oxigeno que son reducidas en la solucién de electrolitos, y en su momento, a la del tejido
donde se realiza la medida (técnica conocida como amperimetria).
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La determinacién de la pO, tumoral mediante esta técnica, permite conocer pacientes con
tumores considerados menos sensibles a la radiacién, debido a la hipoxia, que se podrian

beneficiar del uso de sustancias radiosensibilizantes (entre ellas el oxigeno) o de la

valoracién de otros abordajes terapedticos.

Figura 3: Detalle del sistema pO; Histograph (sistema 6600).

pO2
Histograph
6650

Figura 4: Histograma de pO, en un tumor epidermoide de cérvix.
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Las principales limitaciones de esta técnica son: 1) no distinguir si la hipoxia corresponde a
células viables o necroéticas, y 2) en el equipo de Eppendorf el proceso de medida consume
dxigeno, por lo que no sirve para monitorizar. Esta Ultima circunstancia esta solventada en
otros equipos (LICOX, GMS), pero éstos tienen el inconveniente de no poseer movimiento
automatizado.

7.4.2.2 Anidlisis histomorfométrico. La medida de la distancia entre los vasos
intratumorales y la densidad vascular intratumoral 'son dtiles en la estimacion de la
vascularizacién tumoral (apartado 7.5). Tienen la ventaja de realizarse mediante
procedimientos que artefactan minimamente los resultados. En un estudio reciente se ha
visto que la hipoxia se correlaciona con la distancia intercapilar (p<0.003, r=0.60), pero no
con la densidad vascular intratumoral (West et al, 1999). Con la crioespectrometria, se
pljede determinar la hemoglobina existente en los microvasos tumorales en secciones
tisulares congeladas. Es probablemente mas véalido que la histomorfometria, ya que
combina la morfometria y la funcién de la hemoglobina. Su principal desventaja es la

cantidad de tejido que se requiere para la técnica (Raleigh et al, 1996).

7.4.2.3 Marcadores de Hipoxia. El pimonidazole, un derivado del nitroimidazole, se esta

utilizando como marcador de hipoxia tisular en estudios con carcinoma de cérvix. El
| pimonidazole se une a las células hipoxicas, de manera similar a la de otros nitroimidazoles.
Se administra por via intravenosa y 24 horas después se hacen biopsias del tumor,
procediéndose a preparar cortes para IHQ. Las células hipoxicas se detectan mediante Acs
" monoclonales que se unen al pimonidazole. Este método, tiene la ventaja afadida que la
misma biopsia se puede utilizar para determinar otros parametros por IHQ (Kennedy et al,
1997), y permite valorar si las areas hipoxicas corresponden a necrosis 0 a células viables.
Entre los inconvenientes principales estan el ser una técnica invasiva y realizarse con

farmacos que no poseen autorizacion para uso clinico habitual.

7.4.3 Estudios Actuales -

La validez de las medidas de pO, como factor predictivo de respuesta, empieza por
~ demostrar que la variacion de la pO, intrapaciente es menor que la variacion interpaciente.
Brizel et al (1995) analizaron los resultados de las medidas de pO, tumoral realizadas en
dos localizaciones distintas de cada tumor y en tres tipos histolégicos distintos: ceérvix,
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metastasis ganglionares y sarcoma. La pO, media tumoral fue 4.5 mmHg, 12.6 mmHg y 18
mmHg, respectivamente (p<0.07). La heterogeneidad intrapaciente, fue menor que la
heterogeneidad interpaciente para todos los parametros medidos. Esto ha sido confirmado

por otros autores posteriormente (Lyng et al, 1997; Wong et al, 1997).

Es de suponer que exista una relacion entre oxigenacion y vascularizacién intratumoral.
Sundfor et al (1997) determinaron en 19'paciente,s con carcinoma de cérvix la pO;
intratumoral mediante electrodos polarograficos, y posteriormente tomaron biopsia de la
zona determinando la 'densidad'va'scular. Las zonas del tumdr con mayor densidad vascular
se correspondian con los mayores valores de pO, Yy viceversa, por lo que se puede decir que
las medidas de pO, realizadas con electrodos polarogréaficos son consistentes con la

apariencia histolégica del tumor.

Se han publicado 4 estudios sobre la relacion de la pO, intratumoral pretratamiento y
factores pronésticos clasicos (Tabla 28). S6lo se encontré diferencia significativa en los
valores de pO, pretratamiento entre las pacientes con/sin afectacion ganglionar, tanto para
la fraccion de pO.<5 mmHg (p<0.03) como para la fraccién de pO,<10 mmHg (p<0.02)
(Sundfor et al, 1998), pero no con el resto de parametros. ' '

TABLA 28: Relacion pO, y factores pronésticos clasicos en carcinoma de cérvix.

N°Ptes| Hb Estadio | Tamafo T Grado Ganglios
Héckel (1993) 50 No No - - No No No
Hansgen (1996) 28 No No
Sundfor (1998) 38 ' Si*
Fyles (1998) 74 No

* p<0.02

La relacién entre hipoxia y apoptosis se ha estudiado fundamentaimente a nivel
experimental. Las células con p53 funcionante, son extremadamente sensibles a la hipoxia,
iniciando el proceso de apoptosis, pero sélo un pequefio porcentaje de células con p53
anémalo inducen este proceso en condiciones de hipoxia (Graeber et al, 1996; Kim et al,
1997: Amellem et al, 1997). La hipoxia somete a los tumores a una presion fisiologica
selectiva que permite la expansion de variantes celulares que han perdido su potencial
apoptético, por mutaciones de p53 o sobreexpresion de bcl-2. Estos resultados indican que
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la apoptosis inducida por la hipoxia estd mediada, fundamentalmente, por mecanismos
‘ independientes de p'53 hasta ahora desconocidos (Giaccia 1996). En un estudio con 27
pacientes con carcinoma de cérvix se determiné la pO, intratumoral y el indice de apoptosis
pbr morfologia, por TUNEL y una combinacién de ambas, sin encontrar ninguna correlacion
entre IA e hipoxia. Sin embérgo, el IA presentd una fuerte correlacion con la reoxigenacion
tumoral (cociente fraccién hipoxica pre/post-tratamiento) (Sheridan et a_l,_1999).

La relacion entre hipoxia y proliferacién ha sido analizada en dos estudios. Hénsgen et al
(1997) en 28 pacientes con carcinoma de cérvix avanzado observaron que los tumores con
valores de pO; pdr debajo de la mediana (19.7'mmHg) se relacionaban con una mayor
fraccién de fase S (p<0.002), aunque no con la expresion de ki67, sugiriendo que los
carcinomas cervicales avanzados tienen una actividad altamente proliferativa, que podria
ser la responsable del desarrollo de la hipoxia. En el estudio de Tsang et al (1999) con 41
pacientes diagnosticadas de carcinoma de cérvix en distinos estadios, no se objetivd
ninguna correlacién entre los valores de pO, y la proliferacién (LI BrdUrd), lo cual sugiere
que son factores predictivos independientes y complementarios en el carcinoma de cérvix.
La hipoxia se asocia a la progresién tumoral, probablemente, a través de la induccion de
VEGF y consecuentemente a la neoformacion de vasos y metéstasis, aunque todavia no ha

podido ser demostrado en tumores in vivo (Raleigh et al, 1998).

La medida del oxigeno intratumoral se ha estudiado en relacién con la respuesta a RT
(Tabla 29), encontrando que los tumores mas oxigenados son los que presentan mejor
respuesta (Hédnsgen et al, 1996; Héckel et al, 1996; Sundfor et al, 1997, Fyles et al, 1998).
Ademas, los cambios en la pO, que ocurren durante la RT (reoxigenacion) podrian ser
predictivos de respuesta. En este sentido se han llevado a cabo dos estudios que no
demuestran diferencias significativas entre los valores de pO, pre- y post-tratamiento
(Hénsgen et al, 1996; Fyles et al, 1998). En el estudio de Hénsgen et al (1996) se midi¢ la
pO, pretratam‘iento, a los 20 Gy y post-tratamiento, a 28 pacientes con carcinoma de cérvix
en estadios ll-ll que iban a ser tratadas con RT radical. Se observé que durante el
tratamiento, algunos tumores mejoraron la oxigenacién y en otros persisti la hipoxia, siendo

estos ultimos los que menor disminucion de volumen tumoral presentaron al final de la RT.
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TABLA 29: pO, pretratamiento en relacion con respuesta, recidiva y supervivencia en
carcinoma de cérvix.

N°ptes | Estadios | Tratamiento | Respuesta | Recidiva cas.t:‘sze-;vsi\;l)zg‘i:ti"::a
Hansgen (1996) | 28 8] RTvs RT-INF Si
Hdckel (1996) 44 Ib-lib Cx y/o RTXQT Si Si (AM)
Sundfor (1997) 38 | lb-iva |RT-QTvsRT Si
Fyles (1998) 74 ib-lilb RT Si Si Si
Knocke (1999) 51 lb-Iva 'RT Si Si - Si

RT:radioterapia. Cx: cirugia. QT: quimicterapia. #: Interferén-alpha-2a (INF). AM: analisis multivariante.

#

La pO2 intratumoral pretratamiento es un factor predictivo de supervivencia causa-
especifica (Hdckel et al, 1993 y 1996, Fyles et al, 1998; Knocke et al, 1999), constituyendo
el factor pronéstico independienfe mas importante en el andlisis multivariante, por encima de
factores clasicos como el estadio tumoral (Héckel et al, 1996) (Tabla 29). En el estudio de
Fyles et al (1998), los tumores hipéxicos mayores de 5 cm presentaban una supervivencia
libre de enfermedad significativamente péor que el resto de tumores (p<0.0001). Se ha
analizado también la relacién entre pO, y recidiva, observandose que la posibilidad de
recidiva es significativamente mayor en los tumores hipoxicos (p<0.02) (Fyles et al, 1998), y
que en las recidivas, la pO; es significativamente menor que en los tumores primarios
(p<0.0013) (Hockel et al, 1998).

8 TRATAMIENTO

Actualmente persiste la controversia sobre cual es el tratamiento mas adecuado en el
carcinoma de cérvix, especialmente en los estadios iniciales. La comparacién entre el
tratamiehto quirargico y el radioterapico es dificil, debido a la seleccion de las pacientes, a
las diferencias en el estadiaje, que en las pacientes quirirgicas se basa en los hallazgos de
la laparotomia, y a las distintas técnicas de tratamiento utilizadas.

A continuacion describiremos las conductas terapeuticas que se utilizan en los diferentes

estadios.
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8.1 CARCINOMA IN SITU

El tratamiento conservador es el tratamiento de eleccion, en la actualidad, para el carcinoma
in situ, habiéndqse abandonado la practica rutinaria de histerectomia en estas pacientes. El
tratamiento se puede realizar mediante distintas técnicas: conizacién, electrocauterio,
criocirugia, vaporiiacién con laser, conizacién con laser y con asa de diatermia. Las cuatro
ultimas son las mas utilizadas en los Ultimos afios, presentahdo distintas ventajas e
inconvenientes en cuanto efectivida_d, manejo, complicaciones de la técnica y coste. La
conizacion con asa de diatermia es una de las mas ventajosas, ya que el tratamiento se
hace con anestesia local, sin necesidad de hospitalizacion de la paciente, y permite el
examen histolégico con minimos artefactos. Su efectividad, que depende del tamafio de la
lesion, alcanza el 95%, encontrandose 1-2% de carcinomas microinvasivos en las piezas
histologica. La criocirugia, aunque con mayor indice de complicaciones, es también utilizada
con éxito en estas pacientes.

La radioterapia es una alternativa al tratamiento quirGrgico, y especialmente interesante en
pacientes con contraindicaciones para la cirugia o cuando existe extensién hacia la pared
vaginal o carcinoma in situ multifocal, tanto en cérvix como en vagina. En la serie
presentada pof la Washington University, se trataron 26 pacientes con carcinoma in situ
mediante radioterapia intracavitaria, administrandose 45 Gy al punto A, sin objetivarse
ninguna recidiva (Grigsby et al, 1991).

8.2 ESTADIO IA

La conizacién es obligada para hacer un diagnéstico mas fiable. La profundidad de la
invasion del estroma, se ha identificado como un factor pronéstico a tener en cuenta en la
planificacién del tratamiento (Hasumi et al, 1980).

Segun Kolstad (1989), las lesiones con invasiébn menor de 1 mm se trataran con conizacion,
dejando margenes adecuados y haciendo un seguimiento cuidadoso. Cuando la profundidad
de la invasion del estroma es menor de 3 mm (estadio I1A1), la incidencia de metastasis

ganglionares es menor o igual al 1%, por lo que la diseccién ganglionar o la irradiacion
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pélvica no son necesarias (Fenell et al, 1978), utilizandose la histerectomia abdominal como
tratamiento standard. Con lesiones mas extensas (estadio 1A2), la histerectomia radical
modificada con linfadenectomia pélvica es el tratamiento de eleccién. De esta manera el
control local del tumor es practicamente el 100%. |

En los casos con contraindicaciones ‘quirargicas, se podrian tratar con radioterapia
intr_acav_it_aria administrando 60-75 Gy al punto A, en una o dos aplicaciones segun la dosis
total. En la Universidad de Washington, 13 pacientes tratadas con braquiterapia
intracavitaria no presentaron recidiva, estando el 100% libres de enfermedad a los 5 afios.
De 21 pacientes tratadas con RT externa y braquiterapia, sélo una paciente diagnosticada
por conizacion desarrollé recidiva pélvica y enfermedad a distancia. La tasa de
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fué del 96% (Grigsby et al, 1991).

8.3ESTADIOSIBY IIA

Es en estos estadios donde existe mayor controversia sobre el tratamiento mas adecuado.
Se puede realizar cirugia, radioterapia o0 ambas. La eleccién terapetica depende en gran
parte de la institucion, el ginecdlogo y oncologo radioterapico implicados, las condiciones
generales de la paciente, y las caracteristicas del tumor.

La cirugia consiste en una histerectomia radical modificada con linfadenectomia péivica. En
pacientes <40 afios se pueden conservar los ovarios, dada la baja incidencia de metastasis
ovaricas (<1.5%). También se puede hacer una trasposicién de ovarios si se va a
administrar RT. La conservacion de la funciéon ovarica después de cirugia con trasposicion
de ovarios y RT es del 50% en la serie de Feeney et al (1995), y sblo del 17% en el estudio
de Anderson et al (1993). Una de las ventajas de la cirugia, es la evaluacién directa de la
cavidad abdominal, lo que permitiria realizar un estadiaje mas preciso. Sin embargo, no se
ha demostrado que el eétadiaje quirdrgico se relacione con un aumento en la supervivencia
(Copeland et al, 1991).

El tratamiento radical con radioterapia consiste en la administracién sobre volumen pélvico
de 50-50.4 Gy, utilizando cuatro campos segun técnica isocéntrica, con un fraccionamiento
de 1.8-2 Gy/d, seguido de braquiterapia (30-40 Gy al punto A). La sobreimpresién de
parametrios se realizara en casos con afectacion extensa de los mismos, administrandose
10-16 Gy.
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La supervivencia a 5 afios con cirugia es 81-92% para los estadios IB y 68-79% para los
estadios lIA. Con radi’otefabia la supervivencia a 5 afios es de 86-92% en estadio IB'y 75%
en estadio lIA. Son numerosas Iaspublic‘:éciones qué muestran los resultados con cirugia o
con radioterapia radical y-que-apoyan-las ventajas de cada tratamiento, sin encontrar
diferencias significativas en el control local ni en la supervivencia entre ambos. Estas
publicaciones en ocasiones no son comparables, por la distinta seleccién y niamero de
pacientes estudiadas. Zola et al (1989) revisaron 152 publicéciones europeas Yy
estadounidenses, previas a 1981, sobre los resultados del.tratamiento en los estadios IA-11B
con cirugia, radioterapia o ambas. El 54% no comparaban el estudio con controles histéricos
o con pacientes control tratadas simultaneamente. Sélo el 37% (56 publicaciones)
comparaban dos brazos de tratamiento, y sélamente el 9% (14 publicaciones) comparaban
tres brazos. El 46% analizaba factores pronésticos y tenia en cuenta la distribucién de
pacientes. Ninguna randomizaba varios tratamientos. Para los autores, la literatura existente
no era conciuyente para decidir el tratamiento mas adecuado para cada paciente y proponia
estudios prospectivos randomizados. Piver et al (1988) en una serie de pacientes con
estadio IB trataban con cirugia radical los tumores < o iguala 3cmycon RT sieran >3 cmo
inoperables. La supervivencia a 5 afios fué del 92.3% y 91.1%, respectivamente. Por tanto,
los resultados son similares, aun cuando el grupo de RT tenia peor pronéstico que el
quirargiéo, por lo que concluyen que con un grupo comparable de pacientes la radioterapia
podria obtener mejores resultados. Van Nagell et al (1979) obtuvieron una tasa de recidivas
similar (5%) en tumores <2 cm tratados con cirugia o con radioterapia, pero con tumores
~ entre 2-5cm la tasa de recidiva fue del 24% con cirugia y del 11% con RT.

Existen tres estudios randomizados que comparan cirugia radical vs radioterapia radical en
estadios |-l de cérvix (Tabla 30). En el estudio de Landoni et al (1997) el 64% del grupo de
cirugia recibié RT adyuvante (108 de 169 pacientes) por presentar alguno de los siguientes
factores de riesgb: estadio quirdrgico >T2a, estroma libre de infiltracion < 3 mm, bordes
afectos o ganglios infiltrados. Tanto la supervivencia global como la supervivencia libre de
enfermedad y la tasa de recidivas fue similar en los dos grupos. Sin embargo, 48 pacientes
(28%) del grupo quirdrgico presenté morbilidad severa comparado con 19 pacientes (12%)
del grupo de radioterapia (p<0.0004).
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TABLA 30: Cirugia vé RT en el carcinoma de cérvix (estudios randomizados)

Ptes Esfac_lib | Supervivencia
Newton (1975) 119 [ No diferencia
Morley y Seski (1976) 446 | No diferencia
Landoni (1997) 1 343 Ib-lla No diferencia

Los tumores bulky y los barrel-shaped tienen una elevada incidencia de recidivas centrales,
metastasis ganglionares pélvicas y paraaérticas, y diseminacién a distancia (Fletcher et al,
1980). Con objeto de aumentar el control Se han propuesto altas dosis de irradiacion externa
a la pelvis seguida de histerectomia extrafascial (Nelson et al, 1975; Gallion et al, 1985).
Thoms et al (1990) publicaron los resultados de 363 pacientes con tumores bulky
endocervicales tratados con intencién radical, 246 pacientes con RT y 117 con RT seguida
de cirUgia'. La supervivencia a 10 afios fue del 45% y 64%, respectivamente. Esta diferencia
fue debida al tamafio de las lesiones, ya que si se comparaba un subgrupo con
caracteristicas similares, 48 pacientes con RT y 45 pacientes con tratamiento combinado, la
supervivencia y el control local eran comparables. En el estudio de Landoni et al (1997), las
pacientes con tumores mayores de 4 cm que habian sido tratadas s6lo con RT, presentaron
una mayor tasa de recidivas (70%) que las que habian recibido cirugia con RT adyuvante
(63%), aunque no significativa desde el punto de vista estadistico. Para otros autores
(Weems et al, 1985; Pérez et al, 1986; Eifel et al, 1994), se consiguen resultados similares a
nivel de control local y supervivencia utilizando dosis altas de RT, siendo la principal causa
de fallo las metastasis a distancia. Se han publicado recientemente los resultados de un
estudio randomizado fase Ill, que demuestran un aumento significativo de la supervivencia a
3 afios en aquellos tumores méyores de 5 cm y/o ganglios positivos al asociar QT-RT en
estadios IB-1lA (apartado 8.6.2.2).

Radioterapia Postoperatoria

No existe unanimidad en la indicacién de radioterapia adyuvante. En la Washington
University se utilizan como criterios para irradiacién después de histerectomia radical, la
presencia de ganglios positivos, como factor de alto riesgo para recidiva locorregional, o Ia
presencia de mas de uno de los siguientes considerados de riesgo intermedio: margenes de

reseccion positivos o cercanos (<3mm), invasion estromal profunda, y permeacion vascular
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o linfatica. En la tabla 31 se describen los criterios utilizados en distintas series quirdrgicas.
Es posible que las pacientes con mditiples factores de riesgo intermedio tengan mayor
riesgo que las pacientes con un sélo ganglio positivo (Thomas et al, 1991).

TABLA 31: Factores de riesgo tras cirugia en estadios I-l.

Rg;;) Riesgo Intermedio
: Mérgenes - - o Invasién Invasion
Ganglios + | Cx positivos Tz‘r;r::ar:o eﬁf;grt:g;(r)igl estromal | Vascular y/o
0 <3mm >3mm linfatica

Morley, 1976 Si Si
Delgado, 1989 Si- Si : Si
Thomas, 1991 -Si Si Si ' Si Si
Buckley, 1996 ' Si
Landoni, 1997 Si - Si Si Si . Si Si
Yuan, 1998 , Si Si Si Si Si No
van der Velden, 1999 Si Si- No No No

La radioterapia postoperatoria se debe planificar con especial atencién, ya que después de
la histerectomia tanto la vejiga como el recto estaran mas cerca del volumen blanco, la
vascularizacion puede estar afectada por el tratamiento quirGrgico, y las adherencias
quirdrgicas podrian producir la inmovilizacion de las asas del intestino delgado, que
ocasionalmente pueden fijarse a la pelvis.'

Recientemente se han publicado los resultados del protocolo 8797 del Southwest Oncology
Group (SWOG), que demuestran un aumento significativo de la supervivencia a 3 afios
cuando se realiza como.tratamiento adyuvante QT-RT vs RT sélo (apartado 8.6.2.2)
(Thomas et al, 1999). '

Radioterapia Preoperatoria |

En algunos centros se realiza en los estadios Ib-lla una aplicacién intracavitaria
preoperatoria de 50 Gy (al punto A) para aumentar la resecabilidad del tumor (Rampone et
al, 1973; Quigley et al, 1975). La justificacién para el tratamiento quirdrgico es la
incapacidad para erradicar la enfermedad metastatica ganglionar mediante la irradiacion.
Sin embargo, en un estudio randomizado (Pérez et al, 1987) con 118 pacientes tratadas con
RT exclusiva o con RT preoperatoria y cirugia, no se observaron diferencias en la
supervivencia libre de enfermedad a 5 afios.
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8.4 ESTADIOS lIB, lll Y IVA

Las pacientes con estadios IIB y il se tratan con radioterapia radical. Los estadios IVA
(invasion rectal o vesical) se pueden tratar con radioterapia externa toda la pelvis,
sobreimpresion de los parametrios y braquiterapia, o mediante exanteracion pélvica
(Fletcher et al, 1971). _

Las pacientes con estadio lIB presentan una tasa de supervivencia a 5 afios de 60-65%. La
tasa de recidivas esta en un rahgo entre 18-39% (Marcial et al, 1983; Pérez et al, 1983).
Ocasionalmente se hace una histerectomia conservadora en pacientes con tumores barrel-
shaped e infiltracién medial, que regresan completamente tras altas dosis de RT.

Las pacientes con estadios lll presentan una tasa de supervivencia a 5 afios de 25-48%
(Pérez et al, 1983; Montana et al, 1986). El porcentaje de recidivas pélvicas es del 40-50%.
En el Patterns of Care Study (Hanks et al, 1983), la tasa de supervivencia a 5 afios para los
estadios Ill varia considerablemente segin el centro donde se realice el tratamiento (60% vs
28%). Esta diferencia puede ser debida a la seleccion de la paciente, el nivel
socioeconémico, la extensién de la enfermedad y la técnica y dosis de RT.

Las pacientes con estadios IVA presentan una tasa de supervivencia a 5 afios de 18-34%
tras RT, con un 75% de recidivas locales (Million et al, 1972; Kramer et al, 1989). La
: af_ectécién parametriél es de gran importancia prondstica, con supervivencia a 5 afios del
46% frente al 5% segun el grado de afectacién. Se observa un alto porcentaje de
complicaciones severas secundarias a RT.

8.5 MEJORIA DE LOS RESULTADOS DE RADIOTERAPIA

8.5.1 Alteraciones del Fraccionamiento

Se ha realizado un estudio prospectivo randomizado (Marcial et al, 1983) con 301 pacientes
en eétadios IIB-IVA, comparando dos esquemas de RT en split-course vs RT convencional.
El primer esquema consiste en administrar 25 Gy en dos semanas, un descanso de dos
semanas y otros 25 Gy, con un fraccionamiento de 250 cGy/dia, 5 dias por semana. El
eéquema convencional consiste en‘30 fracciones de 170 cGy/f en seis semanas hasta
alcanzar 5100 cGy. En ambos casos se administraron 3000 cGy al punto A mediante
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braquiterapia. El 95% de las pacientes completaron el tratamiento. No hubo diferencias en el
control local ni en la supervivencia, aunque se observé una tendencia a mayor supervivencia
en las pacientes tratadas en split-course. No hubo diferencia en la incidencia de
complicaciones agudas y crénicas.

Los esquemas “de hiperfraccionamiento (dos fracciones al dia con igual duracion del
tratamiento) permiten administrar un 10% mas de dosis, con disminucién de los efectos
tardios, aunque con aumento de los efectos agudos. Con los esquemas de fraccionamiento
écelerado‘se acorta la duf_acién del tratamiento, permitiendo la redistribucion celular pero
con reparacion minimg del dafio subletal, por lo que las dosis totales deben disminuirse. En
los dos estudios publicados la tolerancia al tratamiento fue buena, sin conseguirse un
beneficio significativo en los resultadbs (Wang et al, 1987; Komaki et al, 1994).

8.5.2 Modificadores de la hipoxia y radiosensibilizadores

La respuesta a la irradiacién depende de la oxigenacién de los tejidos tumorales. Durante
las uitimas tres décadas Se han probado numerosos procedimientos para intentar disminuir
la hipoxia tumoral: camaras hiperbaricas, respiracion de carbogeno, transfusiones
sanguineas, eritropoyetina, modificadores de la afinidad de la hemoglobina, vasodilatadores,
nicotinamida, etc. Los resultados han sido discordantes, en parte porque los estudios
incluian pocos pacientes, o porque utilizaban esquemas inadecuados de irradiacion. Hasta
hace poco, no se ha podido valorar en clinica el grado de oxigenacién tumoral, por lo que no
se podia realizar una adecuada seleccion de pacientes, ni objetivar si se conseguia o no el
perseguido aumento de oxigenacion en el tumor.

A pesar de todo, un reciente meta-andlisis confirma que todas estas medidas analizadas de
forma conjunta, proporcionan un significativo aumento de control local, mejorando la
supervivencia entre un 5% y un 8%, con independencia del nivel de oxigenacién de los
pacientes, que en esos afios no podia ser determinado (Overgaard, 1996). En la tabla 32
‘podemos ver algunos de los estudios realizados con modificadores de respuesta, y sus
resultados. | ' _

El uso de transfusiones para la correcion de la anemia es controvertido (tabla 32). Sundfor
et al (1997) determinaron la pO; intratumoral en 19 pacientes con carcinoma escamoso de
bérvix con estadios Ib-IVb, antes y después de transfusién sanguinea. El aumento en la
concentracién de Hb se relacioné con aumento en la oxigenacion intratumoral en el 50% de
los pacientes (p<0.001), pero la distribucion de los valores de pO, aumenté soélo en los
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percentiles 50 sin cambiar en los percentiles 10, lo cual indica que la transfusién no puede

reducir la fraccién de células radiorresistentes.

Otra forma de corregir la anemia es con eritropoyetina (EPO) (tabla 32). En un estudio in

vitro, se demostré_' que la correccién de la anemia mediante EPO aumenta la

radiosensibilidad, como resultado probablemente de un aumento del aporte de oxigeno a los

tejidos tumorales (Thews et al, 1998).

Varios estudios randomizados han- evaluado la eficacia de la utilizacién de 'oxigeno

hiperbarico en distintos tumores, siendo los resultados en carcinoma de cérvix

controvertidos (tabla 32).' La morbilidad es significativamente mayor en aquellas pacientes

tratadas con oxigeno hiperbarico (Dische et al, 1999).

La hipertermia ha sido propuesta también como radiosensibilizador, pero las limitaciones
| técnicas de su aplicacion en pelvis, ha provocado la realizacién de pocos estudios en

carcinoma de cérvix (tabla 32).

TABLA 32: Influencia de los modificadores de la hipoxia (excepto nitroimidazoles) en la
respuesta a RT. '

Ptes Estadios | Transfusiones EPO | O, hiperbarico | Hipertermia
Bush, 1978 2803 lib-l| Si
Girinski, 1989 386 lib-ll No
Dusenbery, 1994 20 Ib-llib Si
Fletcher, 1977 233 llb-IVa No
Watson, 1978 320 lib-IVa Si
Brady, 1981 65 lib-IVa No
Dische, 1999 327. Iib-ll No
‘Hornback, 1986 79 b : Si
Sharma, 1989 25 lib-lll Si

Los nitroimidazoles son sustancias que actlian de forma similar al oxigeno, y han sido
utiizados como radiosensibilizadores. La diferencia con el oxigeno es que los
nitroimidazoles no se metabolizan rapidamente, por lo que pueden difundirse a través de las
células alcanzando aquellas mas distantes del suministro sanguineo. Para que sean utiles
es necesario que sean efectivos a concentraciones con toxicidad aceptable para los tejidos
normales, y activos a las dosis utilizadas en RT fraccionada. Hasta el momento no se ha
encontrado beneficio a su uso (Tabla 33), pero se contintan estudiando otras sustancias
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mas potentes y menos téxicas como el etanidazole (SR2508), el pimonidazole (Ro-03-
8799), y el RSU y analogos.

TABLA 33: Nitroimidazoles y respuesta a RT.

iPtes : Farmaco Estadios Respuesta Toxicidad
Thomas (1980) 80 Metroimidazole -V No diferencia No diferencia
Dische (1980) 10 Misonidazole I-Iv Mejor Neurotoxicidad
Leibel (1987) - 119 Misonidazole Ilib-lva * No diferencia '
Overgaard (1989) 331 Misonidazole {lIb-IVa * No diferencia No diferencia

* Estudios randomizados

8.6 PAPEL DE LA QUIMIOTERAPIA

El uso de la guimioterapia (bT) en el carcinoma de cérvix ha estado limitado por distintas
razones (Tropé y Kristensen, 1997).
- 1° Los excelentes resultados de la cirugia y de la RT en pacientes con estadios iniciales.
2° Las pacientes con recidiva pélvica tras tratamiento presentan alteracién de la circulacion,
por lo que la distribucién de las drogas citotéxicas puede no ser la adecuada. Ademas, las
células por si mismas pueden ser resistentes después de la RT. |
3° Las pacientes con RT previa tienen una reserva medular limitada y toleran peor
tratamientos intensivos de QT, por lo quelas dosis son con frecuencia subdptimas.
4° El carcinoma recidivado o avanzado se asocia con frecuencia a obstruccién ureteral y
fallo renal. Esto hace que determinados agentes quimi'oterépicos no se puedan administrar
debido a su nefrotoxicidad, y complica el uso de otros que se eliminan por via renal.
* A pesar de todas estas limitaciones, desde 1976 se est4 realizando un esfuerzo por evaluar
el tratamiento citotoxico. Los resultados han definido dos situaciones en las que podria tener
un papel el tratamiento quimioterapico:
a) manejo del carcinoma avanzado o recidivado
b) uso concomitante con RT, como radiosensibilizador
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8.6.1 ENFERMEDAD AVANZADA O RECIDIVADA

De las 38 drogas citotoxicas propuestas en el carcinoma de cérvix, el cisplatino (CDDP) ha
sido el mas estudiado y el que mejores resultados ha obtenido, con una tasa de respuestas
del 23%. Se observo ventaja en los estudios que utilizaban dosis altas, y la infusion continua
en 24 horas demostrd tener menos efecto emetizante que los que utilizaban infusiéon de
1mg/min (Thigpen et al, 1989).

Los agentes Unicos producen respuestas en general parciales y cortas, por lo que son
necesarios esquemas combinados para que tengan efecto en la supervivencia. Se han
realizado numerosos estudios, pero con pocos pacientes y no randomizados. |

Existen tres estudios fase |l con CDDP-5FU: el estudio del Norwegian Radium Hospital-NRH
(Kaern et al, 1996), Rotmensch et al (1988) y Bonomi et al (1989). La tasa de RC fue similar
(12%), pero si se incluian las pacientes que no completaron el tratamiento, la tasa de
respuesta‘ global fue del 49% para el primer grupo y del 22% en los otros dos. La diferencia
es debida a los distintos criterios de seleccion de las pacientes. En el NRH sdlo se
incluyeron pacientes con recidiva después de seis meses de intervalo libre de enfermedad,
mientras que los otros dos incluyeron tanto pacientes con enfermedad avanzada y
metastasica, como aquellas con enfermedad persistente tras RT. En el estudio del NRH se
estudié la importancia de la carga tumoral en el momento de la recidiva, sin observarse
diferencias en la supervivencia. La.localizacién de la recidiva fue importante, ya que la
reépuesté al tratamiento era mejor si la recidiva se producia fuera del area de irradiacién. En
este mismo estudio, fueron factores pronésticos independientes para la supervivencia, un
intervalo libre de enfermedad prolongado, el estadio inicial, buen performance status y la
presencia de una lesién unica en el momento de la recidiva. A pesar de los distintos
resultados en el control local, la supervivencia fue similar en los tres estudios.

El CDDP, sélo o en combinacién, es el farmaco de eleccion en el tratamiento con QT para
las pacientes con enfermedad avanzada o recidivada. Todavia permanece por aclarar el
esquema y la dosis mas adecuada. Estd en marcha un estudio fase Il del GOG
(Ginecologic Oncology Group) comparando CDDP sé6lo o CDDP-Ilfosfamida o CDDP-
dibromoduicitol. '
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8.6.2 QUIMIOTERAPIA COMO RADIOSENSIBILIZANTE

La RT es el tratamiento habitual en la enfermedad localmente avanzada. Sin embargo, la
tasa de fallos es elevada, y la supérvive‘ncia a 5 afios para los estadios lil y IVA es del 25%,
sin haber cambiado desde 1950. La justificaciéon del tratamiento combinado QT-RT seria un
aumento del control .local, disminucién de las metastasis a distancia y un aumento de la
supervivencia. | |

8.6.2.1 QT neoadyuvante

Las limitaciones tedricas al uso de QT néoadyuvante seria la resistencia cruzada (QT vs
RT), el crecimiento acelerado del tumor, y la toxicidad del tratamiento quimioterapico que
puede retrasar la RT definitiva. Existen estudios randomizados que analizan supervivencia a
3 afos, sin objetivarse diferencias'significativas (Tierney et al, 1999) en ambos brazos
terapeuticos. Algunos de ellos se detallan en la Tabla 34.

TABLA 34: QT neoadyuvante en el tratamiento del carcinoma de cérvix (estudios
randomizados).

N° Ptes Estadio Esquema de Tto Supervivencia
Souhami(1991) 107 _lb-IvVa RT vs QT-RT Peor*
Chauvergne (1993) 151 Itb-1| RT vs QT-RT NS
Sundfor (1996) 92 liib-IVa RT vs QT-RT NS
Kumar (1998) 184 lib-IVa RT vs QT-RT NS

*p<0.02. Toxicidad severa.

8.6.2.2 QT-RT concomitante

La administracién de QT concomitante con RT tiene ventajas teédricas sobre el uso de RT
s6la. Ambos tratamientos pueden interactuar, incrementando la tasa de destruccion celular.
Teoricamente, la QT actuaria sinérgicamente con la RT, inhibiendo la reparacion del dafio
radioinducido y disminuyendo la fraccién de células hipoxicas que son resistentes a la
radiaciéon. Aunque las dosis utilizadas en QT concomitante son inferiores a las utilizadas
para tumores solidos (dosis radiosensibilizantes), en principio serian suficientes para
eliminar metastasis a distancia si estuvieran presentes (Thomas et al, 1999).
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Basandose en estudios en animales, que demostraban un aumento de la eficacia de la RT
al administrarse con hidroxiurea, en 1970 el GOG inici6 un estudio de RT-hidroxiurea vs RT-
placebo en estadios IlIB-IVA (Hreshchyshyn et al, 1979). A pesar de los problemas de
planteamiento del estudio (no se habia realizado estadiaje quirirgico y la mitad de los
pacientes no fueron evaluables para los resultados), se observ6 una ventaja en el grupo de
RT-h_idfoxiurea. En base a estos resultados, se inici6é un estudio randomizado por el GOG,
seleccionando las pacientes con estadi’os IIBQIVA con ganglios paraérticos negativos
(Stehman et'al, '1988).‘Se hicieron dos grupos de tratamiento, RT-misonidazol vs RT-
hidroxiurea. Los andlisis preliminares mostraron un intervalo libre de enfermedad mayor
para las pacientes en el brazo de hidroxiurea (p<0.008), sobretodo en los estadios lil-IVA,
aunque sin diferencia en la supervivencia. Estos resultados apoyaron el uso de hidroxiurea-
RT, como grupo control en el manejo de carcinoma de cérvix localmente avanzado en
estudios posteriores del GOG y otros grupos. La revisién de los estudios randomizados con
QT-RT concomitante realizada por Shingleton y Orr (1995), demostré que el tratamiento
concomitante era eficaz en el carcinoma de cérvix pero, aunque la tasa inicial de respuestas
era superior, el impacto en la supervivencia no estaba claro, especialmente en los estadios
Ny V. | |

Por otro lado, estudios no randomizados mostraban una ventaja discreta en el uso de QT-
RT postoperatoria en pacientes con estadio IB-11A con ganglios positivos (Hakes et al, 1987:
Lai et al, 1989; Killackey et al, 1993). Sin embargo los factores de riesgo en estos estudios
eran variables, y sblo el 66-88% de las pacientes presentaban ganglios positivos. En el
estudio randomizado de Thomas et al (1994) con 71 pacientes con estadios IB-lIA y
ganglios positivos sometidas a cirugia, no se encontré ningun beneficio del tratamiento
combinado frente RT séla.

En 1999 se han publicado los resultados de cinco estudios randomizados fase Il (tabla 35),
que muestran una mejoria de la supervivencia y una disminucién de la tasa de recidivas
locales en pacientes con carcinoma de cérvix tratadas con QT-RT concomitante (Thomas et
al, 1999).

En el estudio GOG#85 se incluyen 386 pacientes con estadios |IB-IVA, sin enfermedad
ganglionar intraperitoneal ni paraaértica documentada por exploracion quirdrgica. El grupo a
estudio recibe RT pélvica con 5-FU y CDDP seguida de braquiterapia, y el grupo control se

trata con RT pélvica con hidroxiurea y posteriormente braquiterapia. La dosis de RT es
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similar en ambos brazos y varia segin el estadio. Con un seguimiento de 8.4 afios, la
supervivencia a 3 afios es del 67% en el grupo con CDDP-5FU, comparada con 57% para
las pacientes con RT-hidroxiurea, siendo la diferencia estadisticamente significativa
(Whitney et al, 1999). o

En-el estudio RTOG#9001 se. incluyen 389 pacientes con carcinoma de cérvix en estadio
[IB-IVA o estadio IB-lIA con ganglios positivos‘ demostrados por biopsia y/o tamafio tumoral
mayor de 5cm. Se compara el tratamiento con RT pélvica con 5-FU y CDDP seguido de
braqditerapia, frente a RT pélvico-paraadrtica y braquiterapia. La dosis administrada a
ganglios pélvicos y paraadrticos es de 4500 cGy, administrandose al punto A una dosis total
de 8500 cGy. Duracién media del tratamiento 58 dias. El seguimiento medio fue de 43
meses, con una supervivencia a 3 afios del 75% en el grupo con QT, comparada con el 63%
del grupo de RT soéla (Morris et al, 1999).

El protocolo GOG#120 incluye 526 pacientes diagnosticadas de carcinoma de cérvix en
estadios IIB-IVA, con estadiaje quirtrgico que permite descartar aquellas con enfermedad
intraperitoneal y paraaértica. Compara tres grupos. En el grupo | se administra CDDP
semanal junto con RT pélvica, seguida de braquiterapia. En el grupo Il se administra un ciclo
de CDDP-5FU cada tres semanas, e hidroxiurea dos veces por semana durante las seis
semanas de RT pélvica, seguido de braquiterapia. El grupo Il recibe RT pélvica con
hidroxiurea dos veces por semana y. posteriormente braquiterapia. La dosis de RT y los
campos de tratamiento son similares en los tres grupos y varia segun el estadio. El estadio
IIB recibe 4080 cGy con RT externa seguida de 4000 cGy al punto A. Los estadios IlI-IVA
reciben 5100 cGy sobre volumen pélvico y 3000 cGy al punto A. Duracién media del
tratamiento 63 dias.El seguimiento medio de la serie es de 34.7 meses, con una
supervivencia a 3 afios del 65% en los grupos | y Il y del 47% en el grupo lll, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (Rose P, al, 1999).

El protocolo SWOG#8797 incluye 243 pacientes con carcinoma de cérvix en estadios 1A2,
IB y IIA sometidas a cirugia, con ganglios pélvicos positivos, afectacién parametrial o
margenes quirirgicos positivos. Se excluyen del estudio las pacientes con ganglios
paraadrticos o ganglios‘iliacos comunes afectos. Se compara un régimen con RT y CDDP-
S5FU frente RT pélvica. La RT es similar en ambos grupos, administrandose 4930 cGys
sobre volumen pélvico, sin braquiterapia. La supervivencia a 3 afios es del 87% en el grupo
con QT, frente al 77% en el grupo de RT séla; con un seguimiento medio de 43 meses,
siendo la diferencia significativa (Peters et al, in press).
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TABLA 35: Estudios Randomizados fase Il con QT-RT vs RT en carcinoma epidermoide de

cérvix.
Protocolo N° Ptes | Estadios Criterios de Tratamiento Supervivencia
. Inclusion 3 aflos
GOG # 85 No enf. Intraperitoneal RT-5FU-CDDP o 0
(Whitney, in press) 386 IB-IVA o paraAo vs 67% vs 57%
' o ylop ’ RT-hidroxiurea
_ . RT-5FU-CDDP
RTOG #9001 359 | |goqya | 'BAA siT>Semylo | *\ ornenvis- | 75% vs 63%
(Morris, 1999) gg+ ]
. paraAo
RT-CDDP
Vs
GOG #120 526 IB-IVA No enf. Intraperitoneal | RT-CDDP-5FU- | 65% vs 65% vs
(Rose, 1999) y/o gg paraAo hidroxiurea 47%
Vs
RT-hidroxiurea
Gg +, parametrios+
SWOG # 8797 243 1A2-11A y/o margenes+ tras RT-CDVDSP-5FU 87% vs 77%
(Peters, in press) (postcirugia) | cirugia. Gg paraAo RT ’ °
negativos.
RT-CDDP
GOG #123 ve
; RT
(Keys, 1999) 368 B2 Gg negativos (HT extrafascial | oo VS T4%
posterior en ambos
grupos)

En el protocolo GOG#123 se seleccionan 368 pacientes con estadio IB2 y ganglios
negativos, demostrados por técnicas radiolégicas o quirfxrgicas. En un grupo a estudio se
administra RT externa con CDDP semanal seguido de braquiterapia, y en otro RT externa y
braquiterapia. En ambos grupos se realiza una histerectomia extrafascial al terminar los
tratamientos anteriores. La dosis de RT es similar en los dos grupos. Con un seguimiento de
35.7 meses, la supervivencia es del 83% en el grupo con CDDP y del 74% en el grupo con
RT sdla, siendo la diferencia significativa (Keys et al, 1999).

Estos cinco estudios muestran que la QT basada en platino, administrada de forma
concomitante con RT, prolonga la supervivencia en tres situaciones distintas: como
tratamiento radical en el carcinoma localmente avanzado de cérvix (estadios IIB-IVA) y

estadios I-lA con ganglios positivos o tumores >5cm, como tratamiento adyuvante
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pdStéirugfa -'é'lil'.los estadios I-IlA con factores de riesgo desfavorables, y como tratamiento
neoadyuvante asociado a RT en los estadios 1B2.

Sin e'mbargo,' estos esperanzadores resultados se deben interpretar con cautela (Thomas,
1999). En primer lugar, el beneficio observado del 10%, se ha valorado en un intervalo corto

de tiempo (3 afios), por lo que habra que esperar a que transcurran 5 afios para ver si se -

sigue manteniendo esta diferencia, ya que es el periodo en el que se producen la mayoria
de las recidivas. En segundo lugar, las dosis de radiacién fueron bajas en tres de los
protocolos (RTOG#9001, GOG#120, SWOG#8797), y la duracién del tiempo de tratamiento
se prolongd mas de 50 dias (RTOG#9001, GOG #120), por lo que queda la duda del
beneficio de la QT concomitante con un esquema 6ptimo de irradiacién. En tercer lugar, los
protocolos que incluyen pacientes con estadios avanzados, seleccionan aquellas con
ganglios negativos, por lo que los resultados obtenidos no son extrapolables a todas las
pacientes con estadios avanzados, ya que en un alto porcentaje presentaran afectacion
ganglionar metastasica (capitulo 1, apartado 3). Lo mismo ocurre en los estadios 1A2-11A
postcirugia (SWOGH#8797), excluyendo las pacientes con afectacién de ganglios lliacos
comunes y/o paraaérticos, y en el protocolo#123 del GOG que excluye las pacientes con
afectacién ganglionar. ' ’

A pesar de lo anteriormente expuesto, el National Cancer Institute recomienda que se tenga
en consideracion la administracion de QT concurrente con RT en todas aquellas pacientes
con carcinoma de cérvix, que precisen tratamiento con RT. El esquema 6ptimo de QT
todavia no ha sido definido, aunque se han obtenido resultados significativamente mejores
con CDDP sdlo o en combinacién con 5FU o con 5FU-hidroxiurea. La toxicidad a largo plazo
no esta disponible, aunque no parece que vaya a tener consecuencias importantes. La
toxicidad aguda varia segin el esquema de QT y es menor en aquellos que utilizan un solo
farmaco.

Aunque es necesario continuar con los estudios y analizar los resultados a mas largo plazo,
existe evidencia actualmente del beneficio del tratamiento concomitante con QT-RT en
carcinoma de cérvix en grupos determinados de pacientes.
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Objetivos

El cancer de cérvix sigue siendo una enfermedad frecuente, donde la extensién tumoral
parece ser el principal factor pronodstico en base al cual se toman las decisiones
terapedticas, que ante la igualdad de resultados (cirugia vs radioterapia en estadios
precoces), se eligen en funcién de los protocolos de la institucion a la que el paciente acude.
Por ofra parte, existe un creciente cuerpo de conocimiento que parece hacernos ver un
papel, en la mayoria de los casos, cada vez mas relevante, para el estudio de
caracteristicas biolégicas tumorales que podrian representar una base mas.sélida que la
actual, para decidir el tratamiento individualizado de cada paciente.

Ante este escenario, iniciamos en 1991, un conjunto de acciones encaminadas a adquirir
una experiencia propia en el campo de los tests predictivos en carcinoma de cérvix. La
colaboracion entre ginecélogos oncolégicds, oncologos radioterapeutas, patélogos e
investigadores llevé a la definicién de los siguientes objetivos:

1- Conocer los resultados del tratamiento del carcinoma de cérvix en nuestro medio,
cuando se utiliza la irradiacién como tratamiento radical exclusivo, y el valor de factores
clasicos de pronostico. . -

2- Definir el papel que un amplio panel de marcadores tumorales séricos podria tener en
mejorar el valor predictivo de dichos factores clasicos.

3- Conocer los fenémenos de apoptosis (IA) y proliferacion (IM, ki67) y la expresion de
genes reguladores (p53, bax, bcl-2) en carcinoma de cérvix, su relacion entre ellos y con

otras caracteristicas clinicas, asi como su valor pronéstico.
4- Analizar la neoangiogénesis tumoral, su regulacién mediante el factor de crecimiento

endotelial (VEGF), y la oxigenacion tumoral, con la intencion de conocer su papel en la
historia natural de esta enfermedad y su valor pronéstico.
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Factores pronésticos clasicos

| . Capitulo Il | |

~Carcinoma epidermoide localizado de cérvix
tratado con radioterapia radical: factores
clasicos de prondstico y resultados

terapéuticos.
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Factores pronésticos clasicos

CARCINOMA EPIDERMOIDE LOCALIZADO DE CERVIX
TRATADO CON RADIOTERAPIA RADICAL: FACTORES
CLASICOS DE PRONOSTICO Y RESULTADOS TERAPEUTICOS.

Antecedentes: E! carcinoma de cérvix continla
siendo un tumor frecuente en la mujer, con un nimero
importante de muertes debido a esta causa. La
radioterapia es el tratamiento mas utilizado en estos
tumores. El estudio, en una serie homogénea de
pacientes, de la influencia de factores clasicos de
pronostico (edad, estadio clinico, tamafio tumoral,
grado histologico, afectacion ganglionar) en relacion
con la respuesta, control local y supervivencia, nos
permitira la identificacion de factores que deberian ser
controlados en el disefio de futuros estudios.

Material y Métodos: Se han incluido entre diciembre-
1977 y abril-1999, 204 pacientes diagnosticadas de
carcinoma epidermoide de cérvix y tratadas con RT
radical. Cincuenta y cuatro pacientes (26%) eran
estadio Ib, 112 (55%) estadio Il y 38 (19%) estadio III.
El tamafio medio tumoral fue de 4.11 cm (1-9). La
mayoria presentaban tumores grado il (43%) o Il
(45%). En 152 pacientes se evalud la afectacién
ganglionar mediante TAC, que estuvo presente en 20
casos (13%). Se administraron 50 Gy sobre volumen
pélvico, y posteriormente braquiterapia (3040 Gy al
punto A). En caso de afectacién extensa parametrial,

se administré un boost (10-16- Gy). Se analizé la .

relacion entre - las distintas variables, y - su . valor
predictivo de respuesta a la RT, control local y
supervivencia.’

Resultados: El tamafio tumoral se relacion6
directamente con el estadio (p<0.015), y de forma
inversa con la edad (p<0.0001). Se observ6 diferencia
significativa en la afectacion ganglionar entre los
estadios | vs Il-lll (p<0.02). Ciento cincuenta y tres
pacientes tuvieron respuesta completa (75%). El
control local fue del 74%, 67% y 65% a 1, 5 y 10 afios,
respectivamente. Tanto la respuesta como el control
local, se relacionaron estrechamente con el estadio y
el tamafio tumoral; en el andlisis multivariante (AM).
La supervivencia causa-especifica fue del 85%, 67% y
62% a 1, 5 y 10 arios, respectivamente. La respuesta
fue el principal factor predictivo de supervivencia en el
AM, seguida del estadio.

Conclusiones: La extension de la enfermedad
(estadio clinico, tamario tumoral) es el factor predictivo
mas relevante de respuesta completa, y ésta a su vez
es el principal factor pronéstico de supervivencia, por
su impacto en la esfera local del proceso. Sin
embargo, pacientes con idéntica extension y volumen
de la enfermedad muestran evoluciones diferentes,
por lo que la importancia de otras caracteristicas
biolégicas tumorales en la respuesta a RT y en la
supervivencia, sera motivo de estudios posteriores.

Background: Cervix carcinoma is still a health care
problem in our country. Radiation therapy is the main
treatment. In this study we try to assess the role of
classical prognostic factors (age, stage, tumor size,
histologic grade, nodal invasion), in relation with

clinical response, local control and survival. The

identification of such factors would be useful for future
studies.

Methods and Materials: Two hundred and four
women ' diagnosed of localised squamous cervical
carcinoma treated in our institution by radical
radiotherapy, between December 1977 and April 1999,
were included in this study. One hundred and four
(26%) were stage b, 112 (55%) stage Il and 38 (19%)
stage lIl. The mean tumor diameter was 4.11 cm. Most

- of them were grade Il (43%) and Il (45%). One

hundred and fifty two patients were evaluated for nodal
invasion by CT scan, and 20 (13%) showed
radiological positive nodes. Radiation treatment was
given to the whole pelvis by four field technique up to a
total dose of 50 Gy, 2Gy/fraction, and brachytherapy

(30-40 Gy to point A). In case of extensive parametrial

invasion, a boost of 10-16 Gy was given. The relation
among those factors, and their predictive value for
clinical response, local control and survival was
analysed. ‘

Results: Tumor size was related directly with clinical
stage (p<0.015), and inversely with age (p<0.0001). A
significant difference was observed in nodal infiltration
between stage | versus stages IlI-lll (p<0.02). One
hundred and three patients had complete response
(75%). Local control to 1, 5 and 10 years was 74%,
67% and 65%, respectively. Both response and local
control were close related with clinical stage and tumor
size, in multivariate analysis. Disease-free survival to
1, 5 and 10 years was 85%, 67% and 65%,
respectively. Response to treatment was the main
predictive factor for survival in multivariate analysis,
followed by clinical stage.

Conclusions: Local extent of the disease (clinical
stage, tumor volume) is the most important predictive
factor for response. Furthermore clinical response is
the most important factor predicting survival, due to its
impact in the local control of the disease.
Unfortunately, patients with similar tumor size and
local extent, showed different clinical outcomes. It is
possible that other biological tumor characteristics
would be important in predicting clinical response and
survival. Such characteristics will be analysed in the
following studies.
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INTRODUCCION

El carcinoma invasivo de cérvix es todavia una enfermedad frecuente en nuestro medio
(Lazo et al, 1999). El tratamiento en estadios precoces puede incluir la cirugia, la irradiacién
0 la combinacion de ambas. En estadios avanzados, la irradiacién continia siendo el
tratamiento de eleccion.

La busqueda de caracteristicas tumorales que puedan clasificar a las pacientes en grupos
de pronostico, es una préctica clasica en Oncologia. Asi, entre los factores dependientes del
huésped, la edad parece tener un controvertido papel pronéstico (Meanwell et al, 1988:
Dattoli et al, 1989; Rutledge et al, 1992). Entre los factores dependientes del tumor se han
_estudiado el estadio, el tamafio tumoral, el grado histologico, el tipo histolégico y la
afectacién ganglionar, entre otros. El estadio, definido segun los criterios de la FIGO
(International Federation of Gynecological Obstetrics), es el factor pronéstico mas
importante tanto para la respuesta al tratamiento, como para la supervivencia (Duk et al,
1990; Scambia et al, 1994; Gaarenstroom et al, 1995; Ngan et al, 1996). E| tamafio tumoral
adquiere especial importancia en el estadio I. En la Gltima revisién de la FIGO, se ha
introducido una subclasificacién del estadio IB segun el tamafio tumoral, debido a sus
implicaciones pronésticas (Rotman et al, 1981; Alvarez et al, 1989; Finan et al, 1996). La
FIGO no tiene en consideracion el tamafio tumoral en otros estadios, aunque algunos
autores han analizado su valor pronéstico (Toita et al, 1995; Fletcher et al, 1980; Eifel et al,
1994; Dubben et al, 1998). Otros factores dependientes del tumor, como el grado de
diferenciacion y el tipo histol6gico, han sido ampliamente analizados. Mientras Reagan y Fu
(1979), Swan y Roddick (1973) y Randall et al (1988) demostraron el valor pronéstico de Ia
diferenciacion histolégica en pacientes tratados con RT, otros como Goellner (1976) y
Crissman et al (1987) no observaron ninguna correlacion entre el grado de diferenciacion y
la supervivencia. Ei tipo histolégico adenocarcinoma es factor de mal prondstico para la
supervivencia en estadios I-ll (Landoni et al, 1997). Se ha comprobado que la supervivencia
es menor en aquellas pacientes que presentan infiltracion de los ganglios pélvicos,
estudiados de forma histoldgica o clinica (linfografias, TAC) (Tanaka et al, 1994; Tinga et al,
1990; Delgado et al, 1990).

Por tanto, existen todavia controversias generalizadas sobre el papel, que factores
comunmente analizados, tienen en la prediccion de resultados terapeuticos tras irradiacion.
En este capitulo analizamos de forma retrospectiva, los carcinomas epidermoides de cérvix
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tratados mediante radioterapia (RT) radical en el Hospital Ntra Sra del Pino. La
homogeneidad en cuanto al tratamiento y el tipo histolégico de nuestra serie, nos permitira
reconocer de forma mas evidente el valor de otros posibles factores pronésticos. Se analiza
la influencia del estadio, el grado histol6gico, el tamafio tumoral, la afectacién ganglionar y la
edad en relacién con la respuesta, ‘el control local y la supervivencia. La evaluacién
estandarizada de estos factores, nos permitira comparar los resultados obtenidos con los de
otros centros y la identificacion de factores que deberian ser controlados en el disefio de
futuros estudios.

MATERIAL Y METODOS

Entre diciembre-1977 y abril-1999, 337 pacientes dia'gnosticadas de carcinoma infiltrante de
cérvix han sido tratadas de forma conjunta por la Unidad de Oncologia Ginecoldgica del H.
Materno-Infantil y el Servicio de Oncologia Radioterapica del H. Ntra Sra del Pino (Las
Palmas de Gran Canaria). Se han revisado de forma retrospectivé las historias clinicas de
todas las pacientes, siendo evaluadas hasta la dltima revision o hasta su fallecimiento, con
un seguimiento medio de Ia§ pacientes vivas de 67.8 meses (1-257). Se seleccionaron para
nuestro estudio 204 pacientes que presentaban carcinoma epidermoide y que habian sido
tratadas de forma radical con RT. El resto de pacientes (n=133), fueron excluidas por
presentar histologia no epidermoide (n=36), haber sido tratadas mediante cirugia con/sin RT
(n=69), o haber recibido tratamiento paliativo debido al deterioro fisico o a la progresién de
la enfermedad durante el tratamiento (n=39).

La evaluacion pretratamiento en todas las pacientes consistié en historia clinica, exploracion
fisica géneral y ginecoldgica (especuloscopia, tacto vaginal y rectal), hemograma,
bioguimica renal y hepética, y Rx de térax. Se realiz6 TAC abdomino-pélvico con contraste
para evaluar la extension local y a érganos vecinos, utilizando desde 1977 cortes de 10 mm,
y desde mayo-1995 cortes de 5mm, lo que permitia una mejor evaluacién de los ganglios.
La cistoscopia y rectoscopia se realiza en caso de sospecha de afectacion vesical o rectal.
El tamafio tumoral se midi6 mediante examen pélvico bimanual. En todos los casos se
obtuvo confirmacion histolégica por biopsia. Las pacientes se estadiaron clinicamente segun
la clasificacién de la FIGO vigente.
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Las caracteristicas de la serie se resumen en la tabla 1. La edad media de las pacientes es
de 54.17 afios (25-84). De las 204 pacientes, 54 presentan estadio Ib (26%), 112 estadio
lla-llb (55%) y 38 estadio llla-lllb (19%). El tamafio medio tumoral, se recogié en 151
pacientes, con una media de 4.11 cm y una mediana de 4 cm (histograma 1). La mayoria
tienen tumores moderada (43%) o pobremente diferenciados (45%). En 152 pacientes se
pudo evaluar la afectacién ganglionar pélvica mediante TAC, que estuvo presente en 20
casos (13%).

TABLA 1: Caracteristicas de la serie (n=204).

.N Casos (%)

Estadio
B 54 (26%)
i 112 (55%)
A 39 (19%)
IIB 73 (36%)
lil 38 (19%)
A 6 (3%)
B 32 (16%)

Grado Histolégico

(n=186) '
| 22 (12%)
" 80 (43%)

84 (45%)

1l
Ganglios (n=155)

Negativos 134 (87%)

Positivos 21 (13%)
Tamaio Tumoral (cm) | 4.11 £ 1.60, rango 1-9, IC 95% 3.56-4.37,
(n=156) mediana 4 cm
Edad (afos) 54.17 £ 12.72, rango 25-84, IC 95% 52.39-
(n=199) 55.95, mediana 53 a
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Histograma 1: Distribucion del tamafio tumoral en nuestra serie. Los mayores porcentajes
corresponden a los intervalos entre 3y 7 cm.
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Teécnica de Tratamiento. Todas las pacientes se trataron mediante irradiacion externa y
braquiterapia intracavitaria. La irradiacién externa se realizé utilizando 4 campos, segun
técnica en caja (dos campos AP-PA y dos campos laterales y opuestos). En los campos AP-
PA el limite superior del campo se situ6 entre L5-S1, y el limite inferior en el borde inferior
de la rama isquiopubiana. El limite inferior se confirmaba mediante la colocacién de una
sonda vaginal con extremo radiopaco. Los limites laterales se extendian 1-2 c¢m por fuera
del marco 6seo de la pelvis menor. En los campos laterales, los limites inferior y superior
fueron iguales a los de los campos AP-PA, el limite anterior 1 ¢m por detras del borde
anterior de la rama pubiana, y el limite posterior englobando la cara anterior rectal. Se utilizé
técnica isocéntrica, con un fraccionamiento de 1.8-2Gy/dia. La dosis total administrada fue
de 50-50.4 Gy. En las pacientes con afectacién parametrial mayor del 1/3 proximal se
administr6 un boost de 10-16 Gy, después o entre las aplicaciones de braquiterapia.

La braquiterapia intracavitaria se realizé en distintos centros, ya que no se disponia de dicha
técnica en nuestro Servicio. Se utilizé braquiterapia de baja tasa de dosis (Cs-137)
administrandose una dosis al punto A entre 30-40 Gy, dependiendo si se administraba en
una o dos aplicaciones.

El seguimiento de las pacientes se realizé por la Unidad de Ginecologia Oncoldgica del H.
Materno-Infantil y el Servicio de Oncologia Radioterapica del H. Ntra. Sra. del Pino (Las
Palmas de Gran Canaria), llevandose a cabo cada 4 meses los dos primeros afios y cada 6

meses en los tres afios siguientes, pasando posteriormente a un control anual. La revisién

a8
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consiste en exploracion fisica general y ginecol6gica con citologia, hemograma, bioquimica
y marcadores. En caso de sospecha se realiza biopsia y/o TAC abdomino-pélvico. Los datos
de seguimiento se obtuvieron de las historias clinicas de las pacientes.

Anadlisis _Estadistico. Se considera Respuesfa aquellas pacientes que tras finalizar el

 tratamiento no .presentan evidencia clinica y/o radiolégica de enfermedad. Para el control

local (C.L) se considera fallo, todas aquellas pacientes que no han respondido al tratamiento
0 que presentan recidiva local de la enfermedad después de haber realizado el tratamiento.
Se contabiliza el tiempo de control local desde el final del tratamiento radioterapico hasta la
recidiva o la Ultima revision. Para la superViv’enc;ia causa-especifica se considera como fallo,
todas aquellas pacientes que han fallecido por el tumor. Se contabiliza el tiempo desde el
final de la RT hasta el fallecimiento, la ultima revision o muerte de la paciente por otra
causa. Para el analisis estadistico se utilizé el software SOLO. La comparacién de variables
continuas se realiza mediante la correiac_ién de Pearson en caso de distribucion normal, y el
test de Spearman en caso de distribucién no normal. La comparacién entre una variable
continua y una discreta se realiza fnediante_ el test de Kruskal-Wallis (Anova test). Las
‘variables - discretas se comparan con el método de chi-cuadrado. Para el anélisis
multivariante de las variables dependientes se utilizo el test de regresion mdltiple. Las
curvas de control local y de supervivencia causa-especifica se hicieron segun el método de
Kaplan-Meier. Se utiliz6 la mediaha como pu‘nto de corte para convertir en discretas las
variables continuas. Se empleé el IdgArank test para el andlisis univariante y el método de
Cox para el anélisis multivariante de supervivencia.

RESULTADOS

En las 204 pacientes fueron analizadas las siguientes variables: edad, estadio clinico,
tamario tumoral, grédo histol’égico'y afectacion ganglionar al diagnostico. La variable estadio
se analizé como estadios |, Il y lli, y teniendo en cuenta los subestadios (IB, IIA, 1IB, llIA'y
lIB). Los resultados de los andlisis realizados con ambas clasificaciones, fueron similares
en cuanto significacién pronéstica, por lo que Unicamente nos referiremos a estadio global.
Se observé la existencia de una correlacion inversa entre la edad y el tamafio tumoral, de
manera que las pacientes mas jévenes tenian tumores de mayor tamario (p<0.015, r=-0.20).
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El estadio clinico y el tamafio tumoral se correlacionaron de forma muy estrecha (p<0.0001).
La présencia de ganglios positivos presentaba una tendencia a relacionarse con el estadio
(p=0.15), siendo esta diferencia significativa cuando se comparaba el estadio | frente los
estadios Il-Ill (p<0.02) (Tabla2). =

TABLA 2: Relaciéh entre las distintas variables analizadas.

Edad ~ Estadio Grado Tamaiio Ganglios
— o ‘ , P<0.015
Edad | p=0.92 p=0.28 0.45
_ o {r=-0.20)
Estadio e | - p=017- | P<0.0001 0.02#
Grado v - }- e e p=0.20 0.88
Tamaiio : —— E 0.15

#Estadio 1 vs lI-}lI

Ciento cincuenta'y tres de las 204 pacientes obtuvieron remisién completa (RC) tras finalizar
el protocolo de irradiacion (75%). La probabilidad de obtener remisién completa de la
enferfnedad, estuvo relacionada con estadios precoces (p<0.00001) y tumores de pequefo
tamarnio (§<0.0001) en el analisis univariante. En la tabla 3 podemos ver la distribucién de
pacientes en RC segun el estadio, el tamano tumoral partido por la mediana, y la afectacion
ganglionar. En el analisis multivariante, sélo el estadio clinico se mostré como variable
independiehte (p<0.0008) para la prediccion de la respuesta clinica completa.
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TABLA 3: Relacion de la edad, estadio, grado histolégico, tamafio tumoral y afectacion
ganglionar con la respuesta a RT.

RC Valor de p
Edad
<53 76 (77.5%) P=0.58
>53 75 (74%)
Estadio
I 51 (95%)
P<0.00001
] 87 (/18%)
]} 15 (40%)
Grado Histolagico
| 18 (72%)
P=0.256
] 63 (78.7%)
m 58 (69%)
Tamafio
<4cm 52 (92.8%) P<0.0001
24cm 63 (63%)
Ganglios
Negativos 102 (76.5%) P=0.14
Positivos 12 (65%)

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004

De las 153 pacientes que obtuvieron remisién completa inmediata, 15 (10.6%) recayeron
dentro del campo de irradiacién pélvico: 11 presentaron recidiva local, 1 recidiva local y
ganglionar, y 3 recidiva ganglionar. Una de estas pacientes desarrollé6 de forma simultanea
metastasis ganglionares paraadrticas y cervicales, y otra paciente presenté metastasis
pulmonares al afio de la recidiva local. La probabilidad de control local se ha estimado
“considerando como fallo de control local, las 51 pacientes sin respuesta inicial, mas las 15
enfermas con recidiva locorregional posterior. Asi, la tasa de control local para toda la serie
fue del 74%, 67% y 65% a 1, 5y 10 afios (figuras 1 A-C). Sélo el estadio clinico (p<0.00001)
y el tamafio tumoral (p<0.00001) estuvieron relacionados en el andlisis univariante con el
control local (tabla 4). En el analisis multivariante el estadio clinico (p<0.032, r= 0.57+0.27)

junto con el tamafio tumoral (p<0.033, r=0.22+0.10) mantuvieron la significacion estadistica.
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control local (tabla 4). En el andlisis multivariante el estadio clinico (p<0.032, r= 0.5740.27)

junto con el tamafio tumoral (p<0.033, r=0.22+0.10) mantuvieron la significacion estadistica.

TABLA 4: Factores predictivos de control local y supervivencia (A.U).

Control Local Supervivencia
Valor de p Valor de p
Edad NS NS
Estadio 0.00001 0.00001
Grado NS NS
Tamarno 0.00001 0.0002
Ganglios NS NS
Respuesta 0.00001

Figura 1. A: Control local global de la serie. B: Control local seguin estadios. C: Control local

segun volumen.
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La supervivencia causa-especifica fue del 85%, 67% y 62% a 1, 5 y 10 afios (figuras 2 A-D).
De nuevo, el estadio clinico (p<0.00001) y el tamafio tumoral (p<0.0002) estuvieron
relacionados en el andlisis univariante con la probabilidad de supervivencia, observandose
una tendencia a menor supervivencia en las pacientes con presencia de ganglios positivos
(p<0.13) (tabla 3). La respuesta inmediata a la irradiacion fue también un importante factor
prondstico (p<0.00001), falleciendo todos los pacientes que no obtuvieron respuesta
completa con la irradiacion. En el anélisis multivariante, la variable mas significativa fue la
respuesta a la irradiacién (p<0.0001, r=3.02+0.39). Cuando eliminamos esta variable del

analisis, el unico factor pronéstico de supervivencia es el estadio (p<0.0003, r=0.96+ 0.26).

Figuras 2. A: Supervivencia global. B: Supervivencia segiin respuesta a RT. C: Supervivencia
segun estadios. D: Supervivencia seg(in tamafio tumoral.
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DISCUSION

E! carcinoma infiltrante de cérvix continta siendo una enfermedad frecuente en nuestro
medio. La irradiacién es todavia el tratamiento de eleccion, asociado o no a otras armas
terapeﬁticas. ‘Por ofra parte, el 80% de los tumores de cérvix son de tipo epidermoide. Por
este motivo es por lo que hemos centrado nuestro estudio en este grupo de pacientes, lo
que nos permitié el andlisis de factores clasicos de pronéstico en una serie homogénea de
casos.

En primer lugar, hemos podido observar una relacion directa entre el tamario del tumor y la
extension local (estadio clinico), asi como con la afectaciéon ganglionar estimada mediante
TAC, fundamentalmente entre los estadios II-lll. Este hecho, descrito de forma aislada por
varios autores (Landoni et al, 1995, Ogino et al, 1997), alcanza una claridad muy
significativa en nuestro estudio. Ademas, las mujeres de mayor edad portan tumores de
menor tamafio, coincidiendo con otras publicaciones (Prempree et al, 1983; Dattoli et al,
1989), lo que podria influir en las tasas de control obtenidas. Las razones de caracter
biolégico que puedan explicar este hecho seran estudiadas en préoximos analisis.
Finalmente, el grado histolégico no se ha relacionado con ninguno de los factores
pronésticos estudiados (edad, estadio, tamafio, afectacién ganglionar).

En cuanto a la influencia que estos factores prondsticos han tenido en los resultados
terapedlticos tras irradiacidn radical, ésta ha sido muy relevante para la masa tumoral

estimada mediante el tamafio tumoral y el estadio clinico. La mayor probabilidad de

existencia de clones resistentes, hipoxia o alteraciones de la proliferacién, reducen el control
inducido por la radiacién en estos tumores. La edad, la afectacién ganglionar y el grado
histolégico no influyeron directamente en el control de estas pacientes.

La supervivencia causa-especifica vino definida fundamentalmente por la respuesta tumoral
obtenida tras irradiacién, como no podia ser de otra forma en un tumor como el carcinoma
epidermoide de cérvix, de crecimiento local y regional. Las pacientes que no obtuvieron
remision completa tras irradiacién, fallecieron. Junto a un factor de caracter puramente local
como la respuesta a irradiacion, el estadio clinico y la presencia de adenopatias parecen ser
Utiles en predecir aquellos casos, que junto con grandes posibilidades de recidiva local,
podian fallecer por diseminacién de la enfermedad fuera del campo de irradiacién. En

nuestra serie hemos observado esa débil tendencia a peor supervivencia, en pacientes con
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diseminacion ganglionar estudiada mediante TAC, confirmando los estudios de Ogino et al
(1997).

Concluimos, que la extensién de la enfermedad, estimada mediante el estadio clinico y el
tamario tumoral, permanece como el principal factor predictivo en la obtencién de remision
completa, y que ésta es a su vez el principal factor pronéstico de supervivencia, por su
impacto en la esfera local del proceso. Sin embargo, la influencia que la enfermedad
subclinica, fuera del campo de irradiacion, tiene en la supervivencia, debe ser tenida en
cuenta. _

De cualquier forma, otras caracteristicas biologicas de los tumores deben ser importantes en
la prediccién del resultado clinico tras tratamiento con radioterapia, ya que pacientes con
idéntica extension y volumen de enfermedad, muestran variaciones ostensibles en la
obtencién de remisién de la enfermedad, o supervivencia.

I
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Determinacion de SCC, Ca125, CEA, B-HCG,
Ca15.3 y Ca19.9 en el carcinoma epidermoide de
cérvix tratado con radioterapia radical. Relacion
con factores clasicos de pronostlco control

local y supervivencia.
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DETERMINACION DE SCC, CA125, CEA, B-HCG, CA153 Y
CA19.9 EN EL CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CERVIX
TRATADO CON RADIOTERAPIA RADICAL. RELACION CON
FACTORES CLASICOS DE PRONOSTICO, CONTROL LOCAL Y

SUPERVIVENCIA.

Antecedentes: El estadio es el principal factor
prondstico en el carcinoma epidermoide de cérvix. Sin
embargo, tumores con igual tamafio y extensitn,
presentan evoluciones distintas. El antigeno de
células escamosas (SCC-Ag) es un marcador de
reconocida utilidad en tumores epidermoides. Otros
marcadores, como Ca 125, CEA, B-HCG, Ca 199y
Ca 15.3, han mostrado su valor en distintas estirpes
histoldgicas. La determinacién de estos marcadores
séricos en una serie homogénea de pacientes, nos
podria ayudar a la identificacidn de pacientes de bajo
y de alto riesgo, lo que nos permitiria adecuar los
tratamientos.

Material vy métodos: Hemos incluido en este estudio
106 pacientes con diagndstico de carcinoma
epidermoide de cérvix, estadios Ib-llib, tratadas de
forma radical con radioterapia (RT). Se realizd la
determinacion de una serie de marcadores séricos
pretratamiento (SCC-Ag, Ca 125, CEA, B-HCG, Ca
19.9 y Ca 15.3), y del SCC-Ag post-tratamiento. Se
estudié su relacidn con factores clinico-patologicos,
asi como su valor predictivo de respuesta, control
local y supervivencia: . :

Resultados: El SCC-Ag pretratamiento se relacioné
de forma estrecha con la extensién de la enfermedad
(estadio, tamario tumoral), sin observarse relacién de

ninguno de los demas marcadores con los factores .

clinico-patolégicos  estudiados. Setenta y seis
pacientes obtuvieron remision completa (71%). La
posibilidad de respuesta clinica del tumor se relaciond
con niveles bajos de Ca 125 (p<0.001) y de forma
directa con el SCC-Ag post-tratamiento (p<0.0002).
Este ultimo, junto con Ca 125 y B-HCG, fueron
predictivos en el andlisis univariante (A.U) para el
control local, sumandose a estos marcadores, el SCC-
Ag pretratamiento y el Ca 19.9, como factores
prondsticos'. de supervivencia. En el anélisis
multivariante, tanto del control local como de la
supervivencia, el Ca 125 result6é ser la Unica variable
pronéstica independiente (p<0.01 y p<0.0043,
respectivamente).

Conclusién: Los niveles séricos de SCC-Ag se
relacionan bien con la extensién tumoral, siendo util
en la definicién de la extensién del tratamiento. Los
niveles de Ca 125, que parecen responder a
caracteristicas biolégicas propias del tumor, han sido
mas relevantes que el propio estadio en la prediccion
de los resultados clinicos. La intensificacién de los
protocolos terapéuticos en estos casos, podria ser
prioritaria.
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Background: Clinical stage is the main prognostic
factor in squamous cervical carcinoma. Nevertheless,
tumors with similar size and local extent, showed
different evolution. The squamous cell antigen (SCC-
Ag) is recognised as a useful marker in epidermoid
tumors. Other markers, as Ca 125, CEA, B-HCG, Ca
18.9 and Ca 15.3, have shown their value in several
histologic types tumors. The assessment of these
tumoral markers in an homogeneous series of patients
could help to identify low and high risk patients, who
could be offered a more adequate treatment.

Methods and Material: One hundred and six patients
diagnosed of localised squamous cervical carcinoma,
stages Ib-lllb, treated in our institution by radical
radiotherapy, were included in this study. The pre-
treatment assessment of SCC-Ag, Ca 125, CEA, -
HCG, Ca 19.9 and Ca 15 were carried out, and also
SCC-Ag post-treatment. All of them were analysed in
relation to clinical-pathological tumor characteristics,
and as prognostic factors for clinical outcome, local
control and survival.

Results: Pre-treatment SCC-Ag- was strongly related
to disease extension (clinical stage, tumor size),
without relation between the other markers and the
clinical-pathological tumor factors studied. Sixty six
patients had complete response (71%). Clinical
response was related to low levels of Ca 125
(p<0.001) and post-treatment SCC-Ag (p<0.0002).
The last one, with Ca 125.and B-HCG, were significant
predictive factors for local control in the univariate
analysis. Added to these markers, pre-treatment SCC-
Ag, CEA and Ca 199, as predictive factors for
survival. In the multivariate analysis, Ca 125 was the
only independent predictive factor for local control
(p<0.01) and for survival (p<0.0043).

Conclusion: SCC-Ag serum levels are well related to
local extent of the disease, and useful in the definition
of treatment extent. Ca 125 serum levels, which
seems to be related to biological tumor characteristics,
has been more significant than clinical stage in
predicting clinical outcomes. In these cases, the
intensification of therapeutics protocols could be
prioritary.
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INTRODUCCION

El carcinoma de cérvix sigue siendo un tumor frecuente en nuestro medio (Lazo,
1999), siendo el estadio el factor prondstico mas importante. Sin embargo, pacientes
con igual estadio y volumen tumoral pueden tener una evolucién diferente. Es
evidente, que con independencia del tratamiento que reciban las pacientes, el
resultado final obedece a una serie de caracteristicas biolégicas propias de cada
tumor.

Se define marcador tumoral, como aquella sustancia producida por las células
neoplasicas o inducidas por el organismo del huésped, ante la presencia de un tumor
mal‘igno. La medida de su concentracion en suero u otros liquidos biologicos, o la
deteccion de su presencia en los tejidos, reflejan el crecimiento o la actividad del
tumor, y podrian ser Gtiles para predecir el pronéstico, realizar el seguimiento o
comprobar la eficacia del tratamiento.

El antigeno del carcinoma vde células escamosas (SCC-Ag) es un marcador tumoral
ampliamente estudiado en tumores (capitulo 1). Su sensibilidad varia entre 44-75%,
dependiendo del valor de referencia elegido y del nimero de pacientes con
enfermedad avanzada en la serie (Sproston et al, 1995; Bae et al, 1997). SCC-Ag se
ha relacionado directamente con el estadio (Senikjian et al, 1987; Ngan et al, 1990).
Su relacion con el tipo histolégico, el grado de diferenciacién, el tamafo tumoral y la
afectacion ganglionar, es controvertida (Sproston et al, 1995; Ngan et al, 1996; Boiger
et al, 1997). Varios estudios han sugerido una buena relacién entre los valores
seriados de SCC y el status tumoral (Bolli et al, 1994, Sproston et al, 1995; Hong et al,
1997). La modificacién de estos valores parece ser un indicador fiable de respuesta,
progresién o recidiva, independientemente del tratamiento realizado (cirugia y/o
fadioterapia).

Ca 125 es una glicoproteina de aito peso molecular, utilizada principalmente en el
seguimiento del carcinoma de ovério. La sensibilidad diagnéstica en el carcinoma de
cervix es del 23% (Gadducci et al, 1990; Avall-Lundqvist et al, 1992). La mayor
expresién de este marcador se ha relacionado con estadios avanzados (Sproston et
al,‘ 1995), tumores indiferenciados (Leminem et al, 1990), y peor control local tras
irradiacién (Sproston et a/, 1995). No existen estudios de este marcador en series séllo
con tumores epidermoides tratados con RT radical.

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina de alto peso molecular. Su
sensibilidad diagnostica en el carcinoma de cérvix varia entre el 15 y 50%,
dependiendo del valor de referencia elegido. El valor de CEA esta en relacion directa
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con el estadio (Hiura et al, 1990; Lam et al, 1992; Borras et al, 1995), y se modifica
con el curso clinico de la enfermedad (Leminem et al, 1990; Borras et al, 1995).

El fragmento B-core es una parte de la subunidad beta de la gonadotropina coriénica
humana (HCG). Su sensibilidad diagnéstica en carcinoma de cérvix es del 36-43%. Si
bien la expresion en orina (B-core) es Gtil como marcador en el carcinoma de cérvix
(Nam et al, 1990; Kinugasa et al, 1992; Cole et al, 1996), existe poca experiencia con
B-HCG sérica (Norman et al, 1990; Chen et al, 1994).

Otros marcadores como Ca 19.9 y Ca 15.3, que han demostrado su valor predictivo en
otros tumores (neoplasias digeétivas, ovario, mamay), han sido poco estudiados en el
carcinoma invasivo de cérvix (Fujii et al, 1988; Borras et al, 1995).

En la mayoria de las series publicadas, el valor predictivo de los marcadores tumorales
se evalla en pacientes con distintas histologias, y el tratamiento incluye cirugia y
radioterapia como tratamiento exclusivo o combinado. En el presente estudio, se
seleccionaron s6lo pacientes con histologia de carcinoma epidermoide tratados de
forma radical con RT. Nuestros objefivos son el andlisis de la sensibilidad al
diagnéstico de un amplio grupo de marcadores tumorales séricos (SCC-Ag, Ca 125,
CEA, B-HCG, Ca 19.9 y Ca 15.3), su relacion con factores clasicos de pronéstico, y su
capacidad predictiva de respuesta, control local y supervivencia.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

‘Entre enero-1992 y abril-1999 se llevé a cabo un estudio prospectivo para determinar
el valor de SCC-Ag, Ca i25, CEA, B-HCG, Ca 19.9 y Ca 15.3 en el carcinoma
epidermoide de cérvix localizado tratado con RT radical. Ciento seis pacientes fueron
incluidas en el estudio, con un seguimiento medio en las pacientes vivas de 35.7
meses (1-257). Las pacientes se clasificaron segun los criterios de la FIGO. La
valoracién se hizo mediante exploracion fisica, incluyendo especuloscopia y palpacién
bimanual, TAC abdomino-pélvico y Rx de térax; obteniendo confirmacion histolégica
en todos los casos mediante biopsia. En los casos en que existia sospecha se realizd
rectoscopia y cistoscopia (capitulo 1). La estimacién del tamafio tumoral se realizé
mediante examen pélvico bimanual.

Las caracteristicas de la serie se encuentran en la tabla 1. La edad media del grupo
fue 54.41 afios, presentando la mayoria de las pacientes estadio IB-lIA, y grado
histolégico de diferenciacion li-lll. El tamafio tumoral medio fue 4.27 cm. Todas las
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pacientes se trataron de forma radical con RT. Recibieron 50-50.4 Gy sobre volumen
pélvico con un fraccionamiento de 1.8-2 Gy/d, utilizando cuatro campos segin técnica
en caja. Posteriormente se realiz6 braquiterapia intracavitaria, administrando 30-40 Gy
sobre punto A en una o dos aplicaciones. En los casos con afectacién parametrial
mayor del 1/3 proximal se realizd6 un boost duraﬁte o después de la braquiterapia,
administrandose 10-16 Gy segun criterio clinico.

TABLA 1:Caracteristicas de la serie (né106)i

N° Casos (%)
Estadio
B ‘ 33(31)
] 49 (46)
HA : : 19 (18)
1B 30 (28)
n 24 (23)
HA 4 (4)
B 20 (19)
Grado Histolégico
| 14 (13)
i 46 (44)
[} 45 (43)
Desconocidas 1
Tamafio Tumoral| 4.27 + 1.61 (rango 1-8); IC 95% 3.94-4.59;
{cm) : mediana 4 .
_ 54.41 £ 12.21 (rango 26-78); IC 95%
Edad (afios) 52.05-56.78; mediana 53
Respuesta ‘
RC 76 (71)
NR/Progresion ' ‘ 30 (29)

RC:respuesta completa. NR: no respuesta.

Marcadores

Todos los marcadores se determinaron mediante la técnica de enzirhoinmunoensayo
de microparticulas (MEIA) especifica para cada uno de ellos (SCC-Ag, Ca 125, CEA,
Ca 19.9, Ca15.3 y B-HCG de ABBOT AXSYM System). Se emplearon 150 microlitros
de suero para cada determinacion. Se utiliz6 como control, suero de referencia. El
SCC-Ag se determiné en todas las pacientes al diagnédstico y después de concluido el
tratamiento radical. El resto ‘de marcadores comenzaron a estudiarse con
posterioridad, por lo que el nUmero de pacientes incluidos en el estudio es menor, y
también se realiz6 antes del inicio del tratamiento. El rango de normalidad quedo
establecido en los niveles de referencia del laboratorio (tabla 2).

El protocolo de seguimiento incluia historia clinica, exploracion fisica y citologia con
determinacion de marcadores, cada 4 meses los dos primeros afios, cada 6 meses del
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tercero al quinto afio, y después anualmente. También se determinaban en aquellas
pacientes con sospecha de recidiva, antes y después del tratamiento de rescate.

Estadistica

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software SOLO. La comparacién de variables
continuas se realiza con la correlacién de Pearson, si siguen una distribucién normal, y
con la correlacién de Speakman, si no siguen una distribucién normal. La comparacién
entre una variable continua y una discreta se hace con el test de Kruskal-Wallis
(ANOVA test). Las variables discretas se comparan usando el método de chi-
cuadrado. Para el analisis multivariante de las variables dependientes se utiliz6 el test
de regresion multiple. Las curvas de control local y de supervivencia causa-especifica
se hicieron segun el método de Kaplan-Meier. Se utilizé el log-rank test para el andlisis
univariante y el método de Cox para el analisis multivariante de supervivencia. Los
puntos de corte utilizados son los de referencia de nuestro laboratorio.

RESULTADOS

Se realiz6 determinacién de SCC-Ag en las 106 pacientes al inicio‘ del tratamiento. El
estudio del resto de los marcadores se inicié posteriormente en nuestro Centro, por lo
que el nimero de determinaciones tiene que ser obligatoriamente inferior. El valor
medio de SCC-Ag fue 7.61 + 16.85 ng/ml (rango 0.2-118). El SCC-Ag estaba elevado
(valor >1.5 ng/ml) en 73 pacientes, lo que representa una sensibilidad del 69%. El
valor medio de Ca 125 fue 45.05 + 191.1U/ml (rango 1.77-1600), presentando 12
pacientes valores por encima del valor de referencia (>35 U/ml), lo que representa un
baja sensibilidad (17%). Las caracteristicas de todos los marcadores se detallan en la
tabla 2.

TABLA 2: Descripcion de los Marcadores.

N° Valor . . Sensib.

ptes | Referencia Media+ DS | IC 95% Rango | Mediana (%)
SCC-Ag | 106 | 015 | 7.61+16.85 | 4.36-10.86 ] 0.2-118 | 2.6 73(69)
ca12s | 70 0-35  |45.05+191.1| -0.5-00.6 1 67076 113 | 12(17)
B-HCG | 59 05 192:388 | 091293 | 026 | 056 7(12)
CEA | 70 03 7.32430.99 | 0.31-164 | 0-257 2 23(33)
Ca153 | 64 028 | 17.51+8.01 | 155195 | 4933 | 17.15 | 6(9.4)
Ca19.9 | 68 0-37 _ |18.91452.23 | 6.25-31.57 | 04235 | 659 | 9(13.2)
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Cuando se relacionan los valores de cada marcador con los distintos factores
prondsticos (estadio, tamafio tumoral, grado histologico, edad y respuesta) (tabla 3),
se observa una estrecha relacién entre el valor de SCC-Ag y la extensiéon de la
enfermedad (p<0.009), el tamafio tumoral (p<0.086, r=0.18), asi como un incremento de
los valores del marcador en pacientes de mayor edad (p<0.03, r=0.21). En el resto de
los marcadores no se alcanza la significacién estadistica. Existe una tendencia a
relacionarse B-HCG con la edad (p<0.08, r=0.23), y con el estadio (p<0.086). Al
analizar la influencia de los marcadores tumorales en la respuesta, sélo el Ca 15.3 se
relacion6 de forma significativa con la obtencion de respuesta a RT (p<0.01),
mostrando el Ca 125 una tendencia (p<0.07). Si se transforman los marcadores en
variables discretas (tomando como puntd de corte el valor de referencia), el Ca 15.3
pierde significacién, mientras el Ca 125 presenta una estrecha relacion con la
respuesta (p<0.001) (tabla 4).

TABLA 3: Relaciéon de los marcadores con las distintas variables analizadas y la
respuesta en el analisis univariante (valor de p).

Grado Estadio | Tamafo T | Ganglios Edad Respuesta
0.06 0.03
SCC-Ag NS 0.009 (r=0.18) NS (r=0.21) NS
Ca 125 NS NS NS NS NS 0.07
B-HCG NS 0.086 NS NS 0.08 NS
CEA NS NS NS NS NS NS
Ca153 NS NS NS NS NS 0.01
Ca 19.9 NS NS NS NS NS NS

TABLA 4: Relaciéon de marcadores y respuesta (punto de corte: valor de referencia
maximo del laboratorio).

Marcador Respuesta (valor p)
SCC-Ag 0.12
Ca 125 0.001
Ca15.3 0.74
Ca19.9 045
B-HCG 0.11
CEA 0.65

En el analisis de regresion multiple se incluy6 el estadio clinico, grado histolégico,
tamafio tumoral, edad, SCC-Ag, Ca 125, B-HCG y Ca 15.3, observandose que
ninguna de estas variables se relaciona de forma independiente con la respuesta.
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De las 106 pacientes tratadas, 76 obtuvieron respuesta completa (71%). Se determiné
el SCC-Ag post-tratamiento en 89 pacientes. El valor medio fue de 3.56 % 16.17 ng/ml
(rango 0-150 ng/ml), con una mediana de 0.9 ng/ml, encontrandose elevado en 22
pacientes. Cincuenta y nueve de las 70 pacientes con respuesta completa mostraron
valores normales de SCC-Ag post-tratamiento (p<0.0002). De las 22 pacientes con
SCC-Ag post-tratamiento elevado, 11 habian conseguido respuesta completa, y en 11
‘no hubo respuesta o la enfermedad progreso (tabla 5).

TABLA 5: Relacion de SCC-Ag post-tratamiento y Respuesta Clinica.

SCC-Ag post-tratamiento

Alto Bajo
Remision
Completa " 59 70 P<0.0002
No Respuesta 11 8 19

Se realiz6 a continuacién el analisis de la evolucién posterior de los casos con RC y
SCC-Ag élevado o normal post-tratamiento. De las 11 pacientes con SCC-Ag alto
post-tratamiento y RC, 2 pacientes presentaron recidiva local (18%), y de los 59
pacientes con SCC-Ag post-tratamiento dentro de limites normales y RC 3 recidivaron
(5%), no alcanzando esta diferencia la significacion estadistica (p=0.17).

Treinta y cinco pacientes tuvieron fallo del control local en nuestra serie,
cofrespondiendo 30, a fallos inmediatos (no respuesta) y 5 a recidivas de las 76
pacientes que habian conseguido RC. El control local a 1, 3 y 5 afios fue del 67%,
60% y 60% (Figuras 1 A-C). La extensiéon de la enfermedad y el tamafio fueron
factores predictivos importantes en el control de la enfermedad local. Los valores
pretratamiento de Ca 125 (p<0.001), de B-HCG (p<0.04), de SCC-Ag (p<0.08), pero
especialmente del 'SCC-Ag post-tratamiento (p<0.0001), fueron factores predictivos
también de control local en nuestro estudio (tabla 6). En el anélisis multivariante, se
incluyeron todas las variables conocidas antes de iniciar el tratamiento. El Ca 125 fue

el unico factor prondstico independiente (p<0.01, coef. regresion 1.83 + 0.76).

103

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Marcadores tumorales

TABLA 6: Importancia de los distintos factores pronésticos y marcadores en el control
local y la supervivencia en carcinoma epidermoide de cérvix tratado con RT.

Control Local

Supervivencia

(valor de p) (valor de p)

Edad NS NS
Estadio 0.0001 0.0003
Grado NS NS
Tamano 0.0009 0.01
Ganglios NS NS
SCC-Ag pre-tto 0.08 0.02
SCC-Ag post-tto 0.0001 0.0001
Ca125 0.001 0.00001
B-HCG 0.04 0.02
CEA NS 0.003
Ca19.9 NS 0.02
Ca 15.3 NS NS

Figuras 1: Relacion de marcadores tumorales (A: Ca125, B: SCC-Ag post-tratamiento y
C: B-HCG) con el control local.
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De los 106 pacientes de nuestra serie, 30 fallecieron. La supervivencia actuarial en
nuestro estudio fue del 86%, 71% y 59% a 1, 3 y 5 afios. El estadio, el tamario y los
valores pretratamiento del Ca 125, SCC-Ag, Ca 19.9, B-HCG y CEA asi como el valor

de SCC post-tratamiento fueron factores predictivos de supervivencia en nuestro

estudio (tabla 8) (Figura 2). En el andlisis multivariante sélo el Ca 125 resulté ser

variable prondstica independiente de supervivencia (p<0.0043, r= 3.21 + 1.13).

Figura 2. Relacién de los marcadores tumorales con la supervivencia en carcinoma

epidermoide de cérvix tratado con RT.
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DISCUSION

La determinacion de un amplio grupo de marcadores tumorales en una serie
homogénea, en cuanto al tipo histolégico y el tratamiento realizado, representa una
buena oportunidad para conocer el valor real de los mismos.

La sensibilidad diagnéstica de SCC-Ag, utilizando como valor de referencia 1.5ng/ml,
fue en nuestra serie del 69%. Tanto la sensibilidad como el VR es comparable a lo
publicado por Geyer et al (1989). En otros estudios la sensibilidad es menor, ya que el
VR elegido fue >2 ng/ml (Bolli et al, 1994, Hong et al, 1997).

La sensibilidad del Ca 125 fue de 17%, algo inferior a lo observado en otros trabajos
(Sproston et al, 1995; Massuger et al, 1997), probablemente por la ausencia de
adenocarcinomas en nuestra serie. Es de resaltar la baja sensibilidad de la B-HCG
sérica (12%), si se compara con la que se obtiene cuando se hace determinacién en
orina (40-65%) (Neven et al, 1993; Cole et al, 1996). Los demas marcadores estan en
el rango de sensibilidad de lo publicado (Leminem et al, 1990; Borras et al, 1995).

En nuestro estudio en carcinoma epidermoide de cérvix, como ya habiamos observado
en carcinoma de laringe (Lara y Cuyas, 1995), los niveles séricos de SCC-Ag se
corresponden estrechamente con la masa tumoral, tanto en el momento del
diaghéstico (p<0.009) como tras tratamiento (p<0.0002), permitiendo la sospecha de
persistencia tumoral, ain en los casos de remisién completa clinica. Aunque en la
mayoria de los trabajos publicados se observa una cierta relacion entre el SCC-Ag
pretratamiento y la respuesta obtenida con irradiacién, ésta no es estadisticamente
significativa (Pectasides et al, 1994; Ngan et al, 1996; Sproston et al, 1995; Hong et al,
1997). Sin embargo, el nivel de SCC-Ag post-tratamiento si resultd predictivo de
control local en analisis univariante (p<0.0001). Efectivamente, las pacientes que
mantenian niveles elevados del marcador tras el tratamiento, tuvieron menor tasa de
control local.

Por otra parte, el Ca125 ha resuitado ser un buen predictor de respuesta inmediata a
RT y control local a largo plazo (p<0.001 en ambos casos). Ademé&s, ha sido el

principal factor pronéstico de supervivencia, ain mejor que el estadio clinico -

(p<0.0043, coef reg 3.21+1.13). Este hecho, ya publicado previamente en dos series
de pacientes sometidas a cirugia y radioterapia, qUe incluian también
adenocarcinomas (Avall-Ludqvist et al, 1992; Sproston et al, 1995), adquiere una
especial relevancia en nuestra serie (tratamiento exclusivo con RT, s6lo carcinomas
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epidermbides), ya que todos los pacientes con Ca125 elevado fallecieron por su tumor,
en un plazo relativamente corto de tiempo.

Otros marcadores como CEA, Ca 19.9 y B-HCG han sido predictivos de supervivencia
en el andlisis univariante. Estos marcadores, tipicamente considerados de utilidad en
tumores de estirpe adenocarcinoma, han sido Utiles en la prediccion de supervivencia
de nuestra serie. Todos los pacientes con B-HCG elevado (7/59) tuvieron control local
de la enfermedad a 5 afios. Este hecho, merece en nuestra opihién un estudio mas
detallado, que incluya un mayor nimero de pacientes.

En conclusién, la expresion del marcador Ca 125 ha resultado ser el factor pronéstico
mas importante de nuestra serie, de forma comparable al estadio clinico. La
asociacién de este marcador a tumores de estirpe adenocarcinoma, de conocida
tendencia a la metastatizacién, podria explicar en parte estos resultados. Esta
caracteristica biolégica podria estar presente en los tumores que expresan Ca 125.
Ademas, el papel que otros marcadores séricos, relacionados fundamentalmente con
tumores de estirpe adenocarcinoma, han tenido en nuestra serie, parecen justificar
esta hipotesis. Es posible que pacientes que portan tumores con niveles elevados de
Ca 125 deban ser incluidos en tratamientos locales combinados, que pueden incluir la
cirugia y/o la quimioterapia, aparte de la irradiécién. El uso de quimioterapia con
intencién adyuvante podria ser considerada.
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PROLIFERACION (INDICE MITOTICO, KI67), APOPTOSIS Y
GENES REGULADORES (P53, BAX Y BCL-2) EN CARCINOMA
DE CERVIX: RELACION CON FACTORES PRONOSTICOS
CLASICOS, CONTROL LOCAL Y SUPERVIVENCIA.

Antecedentes: El cancer es la consecuencia del
disbalance entre apoptosis/proliferacién, explicado en
parte por la alteracién de los genes reguladores de
estos procesos. El estudio de estos fenbmenos, nos
podrian ayudar a identificar pacientes de bajo y de alto
riesgo, para asi seleccionar un tratamiento mas
adecuado, en pacientes con carcinoma infiltrante de
cérvix.

Material y Métodos: En este estudio hemos incluido
sesenta y cinco pacientes con carcinoma infiltrante
localizado de cérvix. Catorce pacientes (23%)
recibieron como tratamiento principal cirugia, y 47
(77%) radioterapia (RT). Cuatro pacientes no fueron
tratadas por deterioro del estado general y progresién
de la enfermedad. Se determind mediante técnicas
histolégicas la proliferacién (IM, ki67), apoptosis (I1A) y
genes reguladores (p53, bax, bcl-2). Se utilizé tincion
de hematoxilina-eosina (lA, IM), y técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) para la determinacién de
ki67, p53, bax y bcl-2. Se analizé la relacién entre
estas variables, su relacién con factores clasicos de
pronéstico, y su valor como factores predictivos de
respuesta, control local y supervivencia.

Resultados: El estudio de la proliferacién, apoptosis y
genes reguladores, mostré6 una relacion de la
sobreexpresion de p53 y tumores indiferenciados
(p<0.003) y/o altamente proliferativos (p<0.0001). La
extension de la enfermedad se relaciondé con la
proliferacién tumoral, observandose relacion directa
entre el estadio y ki67 (p<0.05), y el tamario tumoral y
el IM (p<0.02). Los tumores de estirpe
adenocarcinoma presentaron indices de apoptosis
elevados y baja proliferacién, siendo la relacién
inversa en los tumores epidermoides (p<0.013 vy
p<0.037, respectivamente). Se pudo valorar la
respuesta en 45/47 pacientes tratadas con RT radical,
presentando remision completa 34 (75.5%). Los
tumores mas avanzados (p<0.001) y los mas
proliferativos (p<0.05) obtuvieron peor tasa de
respuesta a la enfermedad. La proliferacién estimada
mediante ki67 y el estadio fueron factores predictivos
significativos para el control local en el analisis
univariante. Aquellas pacientes con sobreexpresion de
becl-2 y bajo indice proliferativo (ki67) muestran una
débil tendencia a una mejor supervivencia.

Conclusién: La proliferacion tumoral se muestra de
utilidad en la prediccién de los resultados clinicos en
estas pacientes. Su determinacién nos permitiria
modificar los tratamientos hacia una mayor intensidad
terapéutica, en pacientes que a pesar de tener
tumores poco extendidos y por tanto buen prondstico,
muestren caracteristicas de proliferacién elevada que
podrian modular sus expectativas de control.
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Background: Cancer is the consequence of the
misbalance between apoptosis/proliferation, explained
partially by the alterations in regulator genes of these
phenomenon. The study of these ones could help to
identify low and high risk patients, and in this way
select the more convenient treatment.

Methods and Material: Sixty five patients diagnosed
of localised cervical carcinoma were included in this
study. Fourteen patients (23%) received surgery as
main treatment and 47 (77%) radiotherapy. Four
patients were not treated due to progression of the
disease and bad conditions. Proliferation (MI, ki67),
apoptosis (Al) and regulator genes were determined

by histologic techniques. Hematoxilyin-eosin slides (Al,

M} and inmunohistoquchemical techniques (IHQ) in
the determination of ki67, p53, bax and bcl-2
oncoproteins were used. The relation among these
parameters, with the classical prognostic factors were
assessed, and as prognostic factors for response,
local control and survival.

Results: There was a strong relation among p53
overexpression and undifferentiated and/or highly
proliferating tumors (p<0.003, p<0.0001). Local extent
of the disease was related to tumor proliferation:
clinical stage and ki67 (p<0.05) and tumoral size and
MI (p<0.02). Adenocarcinomas showed high apoptotic
index and low proliferation, while the relation was
inverse in epidermoid tumors (p<0.013 and p<0.037,
respectively) Response to treatment was assessed in
45/47 patients treated by radical radiotherapy. Thirty
four patients showed a complete response. The most
extended and proliferatives tumors had the worst
response to the treatment. Tumor proliferation
assessed by ki67 and clinical stage were a significant
predictive factors for local control in univariate
analysis. Patients with bcl-2 overexpression and low
proliferation index (ki67) show a weak relation with
better survival.

Conclusions: Tumor proliferation is useful in
predicting clinical outcomes in these patients. Patients
with early tumors (good prognosis) but with high
proliferation indexes, would have lower control rates
than expected. Combination treatment could be
indicated in such patients.
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INTRODUCCION

El pronéstico del carcinoma invasivo de cérvix viene marcado por la extensién de la
enfermedad al diagnéstico. Entre los factores mas importantes estan el estadio, el
tamario tumoral y la afectacion ganglionar (Riou et al, 1990; Dellas et al, 1997). Sin
embargo, no es raro ver en la practica clinica que tumores con igual tamario y estadio
tengan evoluciones distintas. Existe, por tanto, una necesidad de estudiar
caracteristicas biolégicas de los tumores, que puedan ser Gtiles en la identificacion de
pacientes con bajo riesgo, a los que se les pueda ofrecer un tratamiento mas
conservador, y pacientes con alto riesgo a los que se les planteen tratamientos mas
intensivos (Avall-Lundqvist et al, 1997).

El cancer es la consecuencia de una proliferacién incontrolada de células, con
anomalias en su material genético. Las células anémalas proliferan mas de lo que
mueren, lo que da lugar al crecimiento tumoral. Este desequilibrio entre
apoptosis/proliferacion puede ser explicado en parte por la alteracion de los genes
reguladores de estos procesos.

Las radiaciones ionizantes inducen apoptosis, observandose en modelos
experimentales, que la tasa de apoptosis inducida es directamente proporcional a la
apoptosis espontanea (Meyn et al, 1993). Existe una variacion interindividual en la tasa
de apoptosis espontanea, que podria explicar la heterogeneidad de la respuesta
apoptética en los diferentes tumores (Meyn et al, 1993). De esta manera, altas tasas
de apoptosis pretratamiento predecirian una buena respuesta al tratamiento
radioterapico (Kerr et al, 1994, Meyn et al, 1994), y su determinacioén seria un método
rapido y facil para conocer la radiosensibilidad en cada tumor. Sin embargo, los
tumores con alto indice apoptético se asocian, en general, a peor supervivencia, tanto
en carcinoma de cérvix (Levine et al, 1995; Wong et al, 1997) como en otros tumores
(Lera et al, 1998; Lara et al, 1999). Esta relacién podria ser inversa cuando se trata del
tipo histolégico adenocarcinoma (Sheridan et al, 1999; Wheeler et al, 1995).

Entre los genes reguladores de apoptosis mas estudiados se encuentran p53, bax y
bcl-2. La alteracion de p53 se relacioné con peores tasas de supervivencia en
carcinoma de cérvix (Avall Lundqvist et al, 1997, Nakano et al, 1998, Crawford et al,
1998). La expresion de los genes reguladores bax/bcl-2 han sido analizados en
algunas series con resultados controvertidos (Crawford et al, 1998; Tjalma et al, 1998;
Harima et al, 1998).

El Ag ki67 se expresa en el nicleo de las células en proliferacion, excepto en aquellas
que se encuentran en fase GO. El indice de proliferacion tumoral estimado mediante
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ki67, ha sido 0til en la prediccién de respuesta a irradiacién en laringe (Lera et al,
1998) y en vejiga (Lara et al, 1999). Los resultados en carcinoma de cérvix son
controvertidos (Levine et al, 1995; Oka et al, 1996, Camacho et al, 1997; Pillai et al,
1998). Tampoco se ha encontrado relacion entre la proliferacién estimada mediante el
indice mitdtico (IM) y la supervivencia (Tsang et al, 1999).

Estudiamos en este capitulo la apoptosis (IA), la proliferacién tumoral estimada
mediante IM y ki-67, y las proteinas reguladoras de la apoptosis (p53, bax, bcl-2) en el
carcinoma invasivo de cérvix. Se analizara la relacion entre estas variables, su relacion
con factores clasicos de pronostico (estadio, volumen tumoral, edad, grado y tipo
histol6gico), y su importancia en la prediccion de supervivencia.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se ha analizado de forma retrospectiva la apoptosis, la proliferacién tumoral y genes
relacionados en carcinoma invasivo de cérvix. Se incluyeron 65 pacientes entre julio-
87 y abril-99, con un seguimiento medio en las pacientes vivas de 32.4 meses (3-115).
En todos los casos se habia realizado una biopsia para confirmacién histologica del
diagnéstico que, una vez conservada en parafina, se utilizé para la determinacion de
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Las pacientes se estadiaron siguiendo los
criterios de la FIGO, realizandose exploracion ginécolégica y TAC abdomino-pélvico, y
en los casos que fue preciso rectoscopia y cistoscopia (capitulo Ill). La medida del
tamario tumoral se realiz6 mediante examen pélvico bimanual. Las caracteristicas de
la serie se detallan en la tabla 1. En 14 pacientes el tratamiento fue histerectomia
radical tipo lI-lll con linfadenectomia pélvica (tipo Wertheim-Meigs), con preservacion
de ovarios en pacientes premenopausicas. Ocho pacientes recibieron RT adyuvante.
En 47 pacientes (77%) se realizd radioterapia (RT) radical. Se administraron 50 Gy
sobre volumen pélvico, mediante 4 campos, utilizando técnica isocéntrica.
Posteriormente se realizaron 1-2 aplicaciones de braquiterapia de baja tasa de dosis,
administrandose 30-40 Gy al punto A. En 4 de estas pacientes se realizé cirugia de
rescate por enfermedad residual, y en 6 se utiliz6 QT-RT concomitante (CDDP, dosis
40 mg/m?/semana). Cuatro pacientes no recibieron tratamiento por enfermedad

avanzada y mal estado general.
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TABLA 1: Caracteristicas de la serie (n=65).

Ne Casos (%)

- 52.58+14.12; rango 27-78;
Edad (anos)

mediana 51
Estadio
iB 24 (37)
I 34 (52)
n 7(11)

4.3841.38; rango 2-7; IC95%

Tamarno (cm)
3.98-4.79; mediana 4

Tipo Histolégico
Epidermoide 51 (79)
Adenocarcinoma 14 (21)

Grado Histolégico

| '8 (13)
i 29 (47)
i 26 (40)
Desconocido 2
Tratamiento

CxtRT 14 (23)
RT+Cx+ QT 47 (77)
No tto 4

* Incluye 2 adenoescamosos. Cx: cirugia. RT: radioterapia. QT: quimioterapia.

Inmunohistoquimica
Para la realizacion de las distintas técnicas, se obtuvieron secciones de 4 micras a

partir de los bloques de parafina, que se montaban en cristales polisinados.

La identificacion de células en apoptosis/mitosis, se realiza con la técnica de
hematoxilina-eosina (Figura 1-A). Se eligieron aleatoriamente diez campos con
objetivo de alto poder (400X), de manera que se contaban al menos 1000 células
tumorales por cada seccién. Se contaban el niumero total de figuras apoptéticas y
mitoticas, obteniendo el porcentaje en cada caso, que vendra definido como indice
apoptético (IA) e indice mitético (IM). Los criterios utilizados para definir apoptosis y
mitosis, fueron los descritos previamente por Kerr et al (1972) y Baak et al (1985).
Para el resto de técnicas, se desparafinan las laminillas mediante pases de xylol y
etanol a distintas concentraciones (100%, 70%, 50%), 10 minutos cada pase.
Posteriormente se lavan en agua destilada, y se procede a la rehidratacién de las
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muestras, sumergiéndolas en una solucién citrato durante 3 minutos a partir de la
ebulliciébn de la solucién. Tras el lavado de las muestras con agua destilada, se
bloquea la peroxidasa endégena mediante H,O, diluida en solucién salina buffer
fosfato (PBS), durante 10 minutos. Una vez desparafinadas, rehidratadas y bloqueada
la peroxidasa endogena, se procedera a la técnica de IHQ especifica. En todas se
utilizé el kit de deteccion de DAKO LSBA (Carpinteria, CA) que consta de: 1° Blocking
Reageht, que bloguea los anticuerpos no especificos (tiempo de incubacién 5
minutos), 2° Ac secundario avidin-biotina (tiempo de incubacién 30 minutos), 3° Ac
streptavidin-peroxidasa (tiempo de incubacién 30 minutos). El anticuefpo primario
especifico se pone después del blocking reagent. La dilucion y el tiempo de incubacion
variara segln el tipo de anticuerpo a estudio. En todos los procedimientos, se utilizd un
control positivo, que correspondia a un tumor con elevada positividad para el
anticuerpo a estudio, y un control negativo, en el que se omitia el anticuerpo primario y
se ponia PBS. ‘

Para la estimacion de la prdliferacién tumoral mediante Ki67 se utilizé6 el Ac
monoclonal de ratén anti-MIB-1 (clona 1001, Dianova, Germany), en una dilucién
1:100. Se incubd durante 24 horas a 4°C. La positividad consiste en la tincién en los
nicleos de las células tumorales (Figura 1-B). La fraccién de crecimiento del tumor se
expresa como el porcentaje de nicleos tefiidos. El indice de expresién de Ki67 se
obtiene contando >1000 células con un objetivo de 400X, en las zonas de maxima
expresién del marcador.

Para la detecciéon de p53 se utilizé el Ac monoclonal de ratén anti-p53 (clona D07,
Biogenex), a una dilucién 1:100, con un periodo de incubacion de 24 horas a 4°C. Si
es positivo, se observa tincién de los nacleos de las células tumorales (Figura 1-C). Se
estudia toda la seccién, para encontrar la zona de mayor expresion, y se cuentan
>1000 células con 400X, obteniendo el porcentaje de células con p53 positivo.

Las proteinas bax y bcl-2 se expresan en el citoplasma de las células tumorales. Se
utiliza para su deteccién el Ac policlonal de conejo anti-bax (clona SC-493, Santa Cruz
Biotechnology, Inc) y el Ac monoclonal de raton anti-bcl2 (clona 124, Dako
Diagnosticos, SA). Se utilizé una dilucién 1:50 en ambos casos, con un tiempo de
incubacion (a 4°C) de 1 y 2 horas, respectivamente. Las células con expresion de
estas oncoproteinas presentan tincion citoplasmatica granular (Figura 1 D-E). En
ambos casos existe control interno positivo con la tincién de linfocitos. Se elige la zona
de mayor expresion a 40X. Para la determinacién de bax, se hace una estimacion de
las células tefiidas y la intensidad de la tincion a 400X, dando valores de 0 a 3
(negativo, <30%, 30-70%, >70%). La expresion de bcl-2 se considerd positiva, si se
observa tincién, 0 negativa, en caso contrario.
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Figura 1: Técnicas de contaje utilizadas. A:
apoptosis (A) y mitosis (M) con tincién de
hematoxilina-eosina. B-E: ki67, p53, bax y bcl-
2, mediante técnicas de inmunohistoquimica.
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Estadistica

Para el andlisis estadistico se utilizé el software SOLO. La comparacién de variables
continuas se realiza mediante la correlacién de Pearson, en caso de distribucion
normal, y el test de Spéarman, en caso de distribucion no normal. La comparacion
entre una variable continua y una discreta se realiza mediante el test de Kruskail-Wallis
(Anova test). Las variables discretas se comparan con el método de chi-cuadrado.
Para el andlisis multivariante de las variables dependientes se utilizé el test de
regresion multiple. Las curvas de control local y de supervivencia causa-especifica se
‘hicieron segun el método de Kaplan-Meier. Se utilizdé la mediana como punto de corte,
para convertir en discretas las variables continuas. Se emple6 el log-rank test para el
analisis univariante y el método de Cox para el analisis multivariante de curvas de

supervivencia. Se utiliz6 la mediana como punto de corte para variables continuas.

RESULTADOS

Se determiné el 1A, IM, ki67 y las proteinas relacionadas con apoptosis en 65
pacientes (tabla 2). El porcentaje de células en apoptosis fue de 0.4-6.89%, con una
media de 1.87% y una mediana de 1.61% (n=63). La proliferacién tumoral se estimé
mediante el IM y ki-67. El porcentaje de células en mitosis vari6 entre 0.20-3.82%, con
una media de 1.39% vy una mediana de 1.28% (n=62). La proliferacién estimada
mediante ki67 present6 un valor medio de 36.78% de células tumorales tefiidas, con
una mediana de 35% (n=64). La positividad dé p53 se detectdé en 53 de las 65
muestras (81%), con una media de 17.96% de células tefidas. Bcl-2 se expresé en 11
de las 60 muestras estudiadas (18%), frente 63/65 (94%) que expresaron bax.

TABLA 2: Resultados obtenidos en la determinacion de IA, IM, ki67 y p53 en nuestra
serie.

Media = D.E. (Rango) IC 95% Mediana
IA (n=63) 1.8711.28 (0.4-6.89) 1.67-2.17 1.61
IM (n=62) 1.3940.76 (0.20-3.82) 1.20-1.59 1.28
Ki-67 (n=64) 36.78+19.9 (0-78) 31.8-41.7 35
P53 (n=65) 17.96+21.1 (0-96) 12.7-23.1 11
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La proliferacién estimada mediante ki67 se relacioné con la expresion alterada de p53
(p<0.0001, r=0.46) y de forma débil con bax (p=0.10). La apoptosis no se relaciond

con los genes que la regulan, ni con la proliferacién (tabla 3).

TABLA 3: Relacion entre proliferacion, apoptosis y genes reguladores (p53, bax, bcl-2).

IA IM Ki-67 P53 Bax Bcl-2
A S ¥ 5 0.46 0.60 0.72 0.12
M 0.65 0.31 0.95 0.86
Ki-67 0.0001 (=0.46) | _ 0.10 0.98
P53 0.71 0.82
Bax 0.23

Todas estas variables se estudiaron en relacion con factores clasicos de pronéstico
(tabla 4). Los tumores mas proliferativos mostraban mayor extension de la
enfermedad, de manera que aitos IM se presentaban en tumores de mayor tamafio
(p<0.02, r=0.33), y los estadios mas avanzados se asociaban a altas tasas de ki67
(p<0.05). También se encontraron IA elevados en los estadios avanzados (p<0.03). La
alteracién de p53 fue mas relevante en tumores mas indiferenciados (p<0.003). Los
fenémenos de apoptosis y proliferacién, se producen de forma diferente en el tipo
histolégico adenocarcinoma (baja proliferacion, alta apoptosis) frente al epidermoide
(alta proliferacién, baja apoptosis) (p<0.037, p<0.013) (Figuras 2 y 3). Ademas, las
pacientes de mayor edad mostraron tumores mas proliferativos (p<0.02, r=0.29).

TABLA 4: Relacion de proliferacién, apoptosis y genes reguladores con factores
prondsticos clasicos.

Edad Estadio Tamaifio Grado Hist Tipo Hist
1A 0.61 0.03 0.68 0.51 0.013
0.02
M 0.27 0.256 (r=0.33) 0.68 0.79
: 0.02
Ki67 (r=0.29) 0.05 0.49 0.69 0.037
P53 0.20 0.48 0.87 0.003 0.53
Bax 0.54 0.61 0.50 0.65 0.70
Bcl-2 0.18 0.39 0.04 0.62 0.75
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Figura 2 y 3: Tasas de apoptosis (lA)y proliferaciéon (estimada mediante ki67) segun tipo

histolégico.
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Se pud‘o valorar la respuesta én 45 de las 47 pacientes tratadas de forma inicial con
RT. Se obtuvo remision completa en 34 pacientes (75.5%). En 11 pacientes no se
- consigui6 RC o la enfermedad progresé (24.5%). Los tumores mas avanzados
(p<0.001) y mas pr.oliferativo's~-(p<0.05) obtuvieron peores tasas de respuesta de la
enfermedad‘(tabla 5). El resto de los factores estudiados, no resultaron predictivos de
respuesta a irradiacién.

TABLA 5: Relacion de Ia expresion de ki67 y del estadio con la respuesta a RT.

Respuesta Completa : Valorde p o
ki67
<35 20 (86%) . p<0.05
 >35 O 3(2T%) c
'Estadio -

| 12 (92%)

1 | 21 (80%) p<0.001

i 1(16%)

La proliferacion estimada mediante ki67 (p<0.03) y el estadio (p<0.0009), fueron
factores pronésticos en el analisis univariante para el C.L (tabla 6, Figura 4). En el
| analisis multivariant_e,‘se incluyen todas las variables analizadas, resultando el estadio
como el tnico factor independiente de pronéstico (p<0.009, r= 1.391+0.53).

Con respecto a la supervivencia, el grado histologico es el unico factor pronéstico en el
analisis - univariante, mostrando una débil tendencia a una mejor supervivencia
aquellas pacientes éon sobreexpresién de bcl-2 (p<0:.09) y bajo indice proliferativo
(ki67) (p=0.10) (Figuras 5 A-B) (tabla 6). Las pacientes que tuvieron mayor' expresion
de béx, presentardn peor éupervi,vencia, aunque de forma no significativa (p= 0.17).

118 w

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



TABLA 6: Factores predictivos de Control Local y Supervivencia en el A.U.

Control Local Supervivencia
Edad NS NS
Estadio 0.0009 NS
Grado Histolégico NS 0.01
Tipo Histolégico NS NS
Tamarnio NS NS
1A NS NS
IM NS NS
Ki-67 0.03 0.10
P53 NS NS
Bax NS NS
Bcl-2 NS 0.09
Figura 4: Control local y proliferacién tumoral (ki67).
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Proliferacidn y apoptosis

DISCUSION

El cancer de cérvix es un tumor de crecimiento local y regional, en el cual los
tratamientos como la cirugia o la irradiacion tienen un papel principal.

Si bien la extensién local de la enfermedad, es el factor pronéstico mas conocido, es
evidente que el fenotipo tumoral, definido por la capacidad proliferativa, o la expresion
de oncoproteinas, permiten conocer la conducta biol6gica de un tumor concreto.

Los tumores mantienen en general una cierta relacién entre proliferacion y apoptosis, y
ademas, altos indices de ambos procesos se relacionan con peores resultados clinicos
(Levine et al, 1995).

En nuestra serie, no pudimos observar una relacion directa entre los fenomenos de
proliferacién (estimada mediante ki67 o IM) y la apoptosis, como ha sido puesto de
manifiesto en otras localizaciones tumorales (Pérez et al, 1998; Lera et al, 1998; Lara
et al, 1999), o en otras series de carcinoma de cérvix (Levine et al, 1995, Isacson et al,
1996). Sin embargo, hemos obtenido indicios de cierta relacion entre ellos, al obtener
mayores tasas de apoptosis'en tumores con mayor extension local (estadio clinico), de
forma similar a lo observado, para la proliferacion estimada mediante ki67 (estadio
clinico) o IM (tamafio tumoral). La debilidad de la relacién apoptosis/proliferacion
observada en nuestra serie, podia venir dada por la diferente expresién de ambos
procesos segun la estirpe histolégica. Asi, los tumores epidermoides son mas
proliferativos y muestran menor apoptosis que los adenocarcinomas. Este hecho, ya
descrito por nuestro grupo (Camacho et al, 1997) y por otros autores (Levine et al,
1995; Komaki et al, 1996; Sheridan et al, 1999), es de relevancia, dada la diferente
conducta biologica que tienen ambos tipos tumorales.

La influencia de la edad en el prondstico de las pacientes con carcinoma de cérvix ha

mostrado resultados controvertidos (Meanwell et al, 1988; Dattoli et al, 1989; Junor et

al, 1989; Rutledge et al, 1992; Garzetti et al, 1997). Las causas biolégicas que podrian

sustentar estos resultados, han sido analizadas de forma casi anecdética (Chen et al,
1996; Garzetti et al, 1997). En nuestra serie se observa cjue las pacientes de mayor
edad presentan tumores mas proliferativos, con tasas elevadas de ki67.

El estudio de la expresién proteica de los genes que regulan los procesos de
proliferacién y apoptosis, ha tenido menor impacto pronéstico que el proceso en si
mismo. Sin embargo, hemos podido observar que tumores que sobreexpresaban p53,
mostraban caracteristicas de fenotipo tumoral agresivo (mayor proliferacion, tumores
indiferenciados). Asi mismo, tumores con alta expresion de bax mostraron débil

tendencia a mayor proliferacion y peor supervivencia. Por otra parte, la alteracion del
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gen bcl-2, que es comunmente observada en tumores de pequefio tamario, se asocia
a mayor supervivencia (Tjalma et al, 1998). De estos resultados parece deducirse que,
efectivamente, los fenémenos de apoptosis y proliferacion tienen aspectos reguladores
comunes. Asi, situaciones de alta proliferaciéon, expresién de genes inductores de
apoptosis (p53, bax), o no expresiéon de genes inhibidores de la misma (bcl-2), se
asocian entre si y con caracteristicas desfavorables de pronéstico. Sin embargo, sélo
la proliferaciéon estimada mediante ki67 ha sido atil, junto al estadio, para predecir la
respuesta a la irradiacion y el control local de estas enfermas. La repoblacion tumoral
durante la irradiacién, es una de las principales limitaciones para la curacion de
tumores por radioterapia, ya que el crecimiento tumoral entre fracciones de irradiacion,
disminuye la efectividad de la misma. No es la primera vez que observamos este
fenémeno (Lera et al, 1998; Lara et al, 1999). La estimacién de la proliferacion
mediante ki67 es en nuestra opinidon un método fiable, sencillo y rapido (Rey et al,
| 1997; Lara et al, 1999), que tiene como caracteristica fundamental, el que esta al
alcance de cualquier laboratorio de Patologia, de un hospital medio. La informacién
que proporciona es, en nuestra experiencia en cancer de laringe o vejiga, tan relevante
como otros factores clasicos de pronédstico. El cancer de cérvix, es una localizacién
tumoral, que incluye tumores de diferentes histologias, y en el que la hipoxia tumoral
es mas relevante que en otros tumores, pudiendo modular el papel que, por ejemplo,
la proliferacién puede tener en el control de la enfermedad a largo plazo.
En conclusion, el control local/regional del carcinoma de cérvix, parece venir
claramente definido por la extension de la enfermedad y la proliferacién tumoral. Este
hecho permitiria modificar los tratamientos hacia una mayor intensidad terapedtica,
con combinacién de tratamientos (cirugia + radioterapia+ quimioterapia) en pacientes,
que a pesar de tener tumores aparentemente poco extendidos y por tanto de buen
pronéstico, muestran caracteristicas bioldgicas de proliferacion elevada, que podrian
modificar sus expectativas de control.
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PROGRESION TUMORAL

Antecedeptes: La angiogénesis o neovascularizacién, es un
proceso necesario para la progresion y metastatization de los
tumores. La hipoxia tumoral condiciona no sdlo la respuesta a
la radioterapia, sino que estimula el potencial invasivo y
metastasico de los tumores. La cuantificacion de la
angiogénesis y de la hipoxia tumoral, nos podria ser de
utilidad en la identificacién de pacientes de bajo riesgo, a los
que se pueda ofrecer un tratamiento més conservador, y
pacientes con alto riesgo a los que se planteen tratamientos
mas intensivos.

os: En en este estudio hemos incluido 66
pacientes con carcinoma infiltrante localizado de cérvix. Trece
pacientes (21%) recibieron como tratamiento principal cirugia,
y 49 (77%) radioterapia (RT). Cuatro pacientes no fueron
tratadas por deterioro general y progresion de la enfermedad.
Para la estimacion de la angiogénesis se determiné la
densidad intratumoral de microvasos (IMD) mediante el
anticuerpo monoclonal CD-31 y el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), mediante técnicas de
inmunohistoquimica en muestras embebidas en parafina. La
determinacion de la presion de oxigeno intratumoral (pO,) se
realizé6 mediante técnica de electrodos polarograficos marca
Eppendorf (pO. Histograph 6650), siendo incluidas 30
pacientes en el estudio. Los datos de oxigenacién se
definieron como la mediana de pO. y la fraccion hipodxica
(HP1o) (porcentaje de valores <10mmHg). Se analizé la
relacion entre los distintos parametros de vascularizacion y
oxigenacion, asi como con factores clasicos de pronéstico y
con la proliferacion (IM, ki67), apoptosis (IA}) y genes
relacionados. Se analizé ademas su importancia como factor
predictivo de respuesta y de supervivencia.

os: Se observd una correlacién importante entre IMD
y la expresién de VEGF (p<0.03), de manera que los tumores
con mayor expresion de VEGF fueron los mas vascularizados.
No se observd relacion con la oxigenacion. La angiogénesis
se relaciond con la proliferacion y apoptosis. Asi, los tumores
con mayor expresion de VEGF presentaban sobreexpresion
de p53 (p<0.026), aquellos con mayor IMD se relacionan con
expresion elevada de bax (p<0.05), y se observd una relacion
inversa entre la expresion de bel-2 con VEGF (p<0.07) e IMD
(p<0.06). Los tumores mas vascularizados se relacionaron
con IM alto {p<0.01) y ki67 bajo (p<0.01). Con respecto a los
factores clasicos de prondstico, la edad se relaciont de forma
inversa con la vascularizacidn y oxigenacion, presentando las
pacientes de menor edad, tumores mas vascularizados y
mejor oxigenados (p<0.02 y p<0.06). El tipo histologico
adenocarcinoma presentaba una tendencia a mayor
vascularizacién y oxigenacién, que los tumores epidermoides
(p<0.09 y p<0.03). Se pudo valorar la respuesta a RT en
47/49 pacientes, obteniendo 36 (77%) remision completa.
Ninguno de los parametros en relacién con la angiogénesis
fue predictivo de respuesta. En el analisis de supervivencia,
sblo IMD dividido en tertiles alcanzaba significacion
estadistica (p<0.03).

Conclusién: El papel de p53 y otros genes en la regulacién
de la angiogénesis y de sus genes indirectos ha sido
comprobada en nuestra serie de tumores clinicos. La
vascularizacién ha sido un factor predictivo de supervivencia.
El estudio de la oxigenacién refiere mayor nimero de
pacientes para poder definir con mayor precision su relacion
con otros factores de pronéstico.

Angiogénesis e Hipoxia

EN CANCER DE CERVIX.
ANGIOGENESIS Y REGULACION GENICA. HIPOXIA TUMORAL.:
RELACION CON LA PROLIFERACION Y LA APOPTOSIS.
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Background: Angiogenesis is essential in tumors for
progression and metastatization. Tumor hypoxia influences in
radiotherapy outcomes, as well as invasive and metastatic
potential of tumors. The assessment of angiogénesis and
tumor hypoxia, could be useful to identify of low risk patients,
who could be offered a more conservative treatment, and high
risk patients who could be planned a more intensive therapy.

Methods and Material: In this study 66 patients diagnosed of
localised invasive cervical carcinoma were included. Thirteen
patients (21%) received, as main treatment, surgery and 49
(77%) radiotherapy. Four patients were not treated due to
progression of the disease and bad conditions. Intratumoral
microvessel density (IMD), as assessed by monoclonal
antibody CD-31, and vascular endothelial growth factor
(VEGF), were wused for angiogénesis evaluation.
Inmunohistochemical techniques in paraffin embedded slides
were used for this purpose. Intratumoral oxygen partial
pressure (pO,) is determined by use of the computerised
polarographic electrode Eppendorf system (pO, Histograph
6650). Thirty patients were included in this study. The pO,
measurements were defined as the pO; median and the
hypoxic fraction (HP,o) (percentage of values < 10mmHg). The
relation between vascularisation and oxygenation parameters
were analysed, as well as classical prognostic factors and
proliferation (MI, ki67), apoptosis (Al) and related genes.
Moreover, their influence as prognostic factors for response to
the treatment and for survival were studied.

Results: An important correlation between IMD and VEGF
expression was observed (p<0.03). Tumors with higher VEGF
expression showed the highest vascularisation. No relation
were observed with oxygenation. Angiogénesis was related to
proliferation and apoptosis. In this way, tumors with higher
VEGF expression had p53 overexpression (p<0.026), those
with more IMD were related to high expression of bax
(p<0.05), and an inverse relation between bcl-2 expression
and VEGF (p<0.07) and IMD (p<0.06) were observed. Highly
vascularisated tumors were related to high Ml (p<0.01) and
low ki67 index (p<0.01). In relation with classic prognostic
factors, age was related inversely to angiogénesis and
oxygenation, with the highest values in the youngest patients
(p<0.02, p<0.06). Histological type adenocarcinoma showed a
trend to higher vascularisation and oxygenation, than
epidermoid tumors  (p<0.09, p<0.03). Response to
radiotherapy could be assessed in 47/49 patients, and
36(77%) had complete response. Only IMD, cutted-off by the
tertiles, was a predictive factor for survival (p<0.03).

Conclusions: The relevance of p53 and other genes in
angiogénesis regulation (and related genes) have been
demonstrated in our series in clinical tumors. Vascularisation
has been a predictive factor for survival. More patients should
be included in oxigenation measurements, to define accurately
the relation with other prognostic factors.
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Angiogénesis e Hipoxia
INTRODUCCION

El carcinoma de cérvix continua siendo una patologia frecuente en nuestro medio, con
una supervivencia global a 5 afios del 60%. Cuando se produce el fallo local o a
distancia, se asocia generalmente a un pronéstico sombrio (Avall Lundqvist et al,
1997). Existe, por tanto, la necesidad de identificar marcadores que reflejen la tasa de
crecimiento y el potencial metastasico de cada tumof, de manera que se facilite la
identificacion de pacientes con bajo riesgo, a los que se les pueda ofrecer un
fratamiento mas conservador, y pacientes con alto riesgo a los que se les planteen
tratamientos mas intensivos (Avall-Lundqvist et al, 1 997).

El crecimiento y la progresién tumoral dependen del disbalance entre proliferacion y
muerte celular (Fontanini et al, 1998). Ademas, el crecimiento tumoral es dependiente
de la angiogénesis. El incremento de la proliferacién celular necesita la induccién de
nuevos capilares. Estos neovasos, adem&as, aumentan la posibilidad de
incorporaracion de las células tumorales al torrente circulatorio (Folkman, 1995). La
adquisicion del fenotipo angiogénico demarca dos fases en la evoluciéon del tumor: la
fase prevascular, conocida en tumores como el de cérvix, mama y vejiga, que puede
durar afios y se asocia a un crecimiento tumoral limitado y ninguna o escasas
metastasis, y la fase vascular, que se caracteriza habitualmente por un crecimiento
tumoral rapido y potencialmente metastasico (Weidner et al, 1991). La angiogénesis o
neovascularizacion tumoral es, por tanto, un proceso necesario para la progresion y
metastatizacioén de los tumores.

Para la identificacién ‘y andlisis de la neovascularizacion tumoral se pueden utilizar
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) frente a antigenos concretos. Existe una amplia
variedad de anticuerpos (f-Vill, CD-31, CD-34). El anticuerpo monoclonal CD31 es
capaz de identificar las células endoteliales, permitiéndonos la cuantificacion de los
vasos. Actualmente se considera el anticuerpo con mayor sensibilidad de los
disponibles (Parums et al, 1990; Horak et al, 1992; Schmidt et al, 1995), aunque
también se fija débilmente a fibroblastos, algunas células tumorales y plasmaticas
(Horak et al, 1992). CD31 reacciona frent al Ag JC/70, una glicoproteina de
membrana. La expresion de CD31 en carcinoma de cérvix es un factor pronéstico
independiente para la supervivencia en algunos de los estudios realizados (Dellas et
al, 1997; Tjalmé et al, 1998; Obermair et al, 1998).

El desarrolio de la neovascularizacién estad regulado por factores estimuladores
(VEGF, b-FGF) e inhibidores (trombospondina, interferén alfa). El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) estimula la angiogénesis in vivo, y es probablemente el
factor de crecimiento angiogénico mas importante en tumores. El VEGF actua
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especificamente sobre las células endoteliales para inducir proliferacién (Dachs et al,
71998). Su expresion aumenfa en situaciones de hipoxia y con la deprivacién de
glucosa (Shweiki et al, 1995), siendo ambas situaciones frecuentes durante el
crecimiento tumoral. De igual manera, la p53 anémala (presente en casi el 50% de los
tumores humanos) es capaz de estimular la expresién de VEGF (Kieser et al, 1994;
Dameron et al, 1994). No existen estudios publicados sobre el papel pronéstico de
VEGF en carcinoma de cérvix.

La respuesta de los tumores a la radioterapia (RT) esta relacionada directamente con
la oxigenacion, de manera que los tumores hipoxicos son 2.5-3 veces menos sensibles
a la RT que los bien oxigenédbs. Se ha demostrado in vitro, que las consecuencias de
la hipoxia son ademéas de un aumento de la resistencia a la RT y a drogas, una
disminucién -de la tasa de _proliferaciéh celular, y posiblemente un aumento del
potencial invasivo y metastasico (Hdckel et al, 1993). La hipoxia, adem‘és de estimular
el VEGF, seleccionaria células con p53 no funcionante o con menor capacidad de
apoptosis, lo que explicaria porqué tumores hipoxicos son mas agresivos, con
independencia del tratamiento utilizado (Kim et al, 1997; Amellem et al, 1997).

En los dltimos afios se dispone de métodos que nos permiten medir directamente la
presion parcial de oxigeno (ppO:) intratumoral. La técnica de electrodos polarograficos,
ha sido considerada por el Instituto Nacional del Cancer (USA), el método standard
para la determinacién de la oxigenacién intratumoral. Los estudios realizados con esta
técnica en tumores de cérvix, mama, y cabeza y cuello (Pappova et al, 1982; Gatenby
et al, 1988; Hdckel et al, 1993; Sundfor et al, 1997) han mostrado una correlacion entre
los bajos niveles de pO, y una pobre respuesta a RT.

Dadas las interacciones biolégicas entre el desarrollo de neovasos y el crecimiento
tumoral, invasién y metastasis, asi como con la hipoxia, la cuantificacién de la
angiogenesis y la determinacion de la oxigenacion en los tumores clinicos podrian
aportar datos muy utiles en relaciéon con la evolucién de la enfermedad. En este
capitulo estimaremos la angiogénesis (CD31 y VEGF) y la oxigenacién en el
carcinoma invasivo de cérvix. Se estudiara la relacion entre estas variables, su

relacion con factores pronésticos clasicos (estadio, volumen tumoral, edad, grado

histologico) y con la proliferacion, apoptosis y genes relacionados, asi como su
importancia como factor predictivo de respuesta y de supervivencia.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron 66 pacientes entre julio-87 y abril-99. Todas las pacientes eran referidas
desde el Comité de Tumores GineColégicos en el que participan los Servicios de
Oncologia Ginecol6gica del H Materno-Infantil, Oncologia Médica del H. Ntra. Sra. del
Pino y del H. Insular de Gran Canaria, y Oncologia Radioterapica del H. Ntra. Sra. del
Pino. En todos los casos se habia realizado una biopsia para confirmacion histologica
del diagnéstico, que una vez conservada en parafina se utilizé para la determinacion
de técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Las pacientes se estadiaron siguiendo los
criterios de la FIGO, realizandose exploracién ginecolégica y TAC abdomino-pélvico, y
en los casos que fuera precisd rectoscopia y cistoscopia (capitulo 1). La estimacion del
tamafio tumoral se realiz6 mediante palpacion bimanual. Todas las pacientes
recibieron tratamiento radical con cirugia, RT o ambas. En 13 pacientes (21%) el
tratamiento fue cirugia tipo Wertheim-Meigs (histerectomia abdominal con
linfadenectomia pélvica), con preservacion de ovarios en pacientes premenopatisicas.
Siete pacientes recibieron RT adyuvante. En 49 pacientes (79%) se realiz6 RT radical.
Se administraron 50 Gy sobre volumen pélvico, mediante 4 campos, utilizando técnica
isocéntrica. Posteriormente se realizaron 1-2 aplicaciones de braquiterapia de baja
tasa de dosis, administrandose 30-40 Gy al punto A. En 4 pacientes se realiz6 cirugia
de rescate por enfermedad residual, y en-6 se utilizé QT-RT concomitante (CDDP,
dosis 40 mg/m?/semana). Cuatro pacientes no recibieron tratamiento por enfermedad

avanzada y mal estado general.

126

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Angiogénesis e Hipoxia

TABLA 1: Caracteristicas de la serie (n=66).

N° Casos (%)

Estadio

IB v 24 (37)

Il 34 (52)

I | 8 (11)
Tipo Histolégico

Epidermoide 53 (80)

Adenocarcinoma* 13 (20)
Grado Histolégico

| 8(13)

il 29 (45)

11l 27 (42)

Desconocido 2

4.34+1.39; rango 2-7; IC
95% 3.78-4.79; mediana 4
52.68+13.97; rango 27-78;

Tamaifio (cm)

Edad (afios)
- mediana 51
Tratamiento
CxtRT 13 (21)
RT+ QT +Cx : 49 (79)
No tratamiento | 4

* Incluye 2 adenoescamosos. Cx: cirugia. RT: radioterapia. QT: quimioterapia.

Inmunohistoquimica
Para la realizacién de las distintas técnicas se obtuvieron secciones de 4 micras a

partir de los bloques de parafina. Las muestras se desparafinan mediante pases de
xylol y etanol a distintas concentraciones (100%, 70%, 50%), 10 minutos cada pase.
Posteriormente se lavan en agua destilada y se procede a la rehidratacién de las
muestras, sumergiéndolas en una solucién citrato durante 3 minutos a partir de la
ebullicion de la solucion. Tras el lavado de las muestras con agua destilada, se
bloquea la peroxidasa endégena mediante H,O, diluida en solucién salina buffer
fosfato (PBS) durante 10 minutos. Una vez desparafinadas, rehidratadas y bloqueada
la peroxidasa enddgena, se procedera a la técnica de inmunohistoquimica (IHQ)
especifica. En todas las técnicas se utilizé el kit de deteccion de DAKQ LSBA
(Carpinteria, CA), que consta de: 1° Blocking Reagent, que bloquea los anticuerpos no
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especificos (tiempo de incubacién 5 minutos), 2° Ac secundario avidin-biotina (tiempo
de incubacién 30 minutos), 3° Ac streptavidin-peroxidasa (tiempo de incubacion 30
minutos). El anticuerpo primario especifico se pone después del blocking reagent. En
todos los procedimientos se utilizé un control positivo, que:correspondia a un tumor
con elevada positividad para el anticuerpo a estudio, y un control negativo, en el que
se omitia el anticuerpo primario y se ponia PBS.

Para la valoracién de la angiogénesis tumoral se utilizé el Ac monoclonal de ratén anti-
CD31 (clona JC/70A, DAKO Diagnosticos, SA), que se expresa en las células
endoteliales (Figura 1), y el Ac policlonal de conejo anti-VEGF (Santa Cruz
Biotechnology, Inc), que se expresa en el citoplasma de las células tumorales (Figura
2). La proteina VEGF puede expresarse en algunas células epiteliales normales y en
células inflamatorias, pero no en células endoteliales. La dilucién utilizada para la
deteccion de CD31 fue 1:50 y para el VEGF de 1:500, con un tiempo de incubacion de
1 hora a temperatura ambiente en ambos casos. La valoracién del CD31 se realizd
siguiendo las recomendaciones internacionales (Vermeulen et al, 1996). Las areas de
mayor vascularizacion (hot spots) fueron seleccionadas a bajo aumento (40X). Los
microvasos se contaron a mayor magnificacién (400x), lo que representa un area de
0.18 mm? por cémpo. El resultado utilizado representa la suma de cuatro campos a
400X (area total: 0.72 mm?), y corresponde a la densidad intratumoral de microvasos
(IMD). Cualquier célula endotelial o racimo de células endoteliales tefidas, claramente
separadas de células tumorales o elementos conectivos, fue considerado un
microvaso. No se realizan contajes en las zonas de necrosis ni en los bordes de la
pieza. La valoracion del VEGF se realizé eligiendo el campo de mayor expresion a
40X, estimando el porcentaje de células tefiidas con 400X, dando lugar a cuatro
grupos (0%, <30%, 30-60%, >60%). Se determiné la apoptosis, proliferacion tumoral
(indice de mitosis y ki67) y genes relacionados con apoptosis (p53, bax, bcl-2)
mediante técnicas de IHQ descritas en el capitulo anterior (tabla 2).

TABLA 2:Técnicas utilizadas para la determinacion de proliferacion, apoptosis y genes
relacionados y angiogénesis.

L I Dilucién y .
Determinacion Técnica (Ac) exposicién Tincién
CD-31 Dako Clona JC/70A mouse MC 1:50; 1 hora Células Endoteliales
VEGF Santa Cruz rabbit PC 1:500; 1 hora Citoplasmatica
Ki-67 Dianova1001mouse MC 1/100; 24 horas Nuclear
P53 Biogenex DO7mouse MC 1/100; 24 horas Nuclear
Bax Santa Cruz SC-493 rabbit PC 1/50 1hora Citoplasmatica
Bcl-2 Dako 124 mouse MC 1/50 2 horas Citoplasmatica
1A Hematoxilina-eosina
iM Hematoxilina-eosina
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Figura 1. Técnica de inmunohistoquimica, mediante CD-31, empleada en la valoracion de
la neovascularizacion tumoral.

Figura 2. Técnica de inmunohistoquimica empleada en la valoracién de VEGF: tincién
citoplasmatica.

129

de Gran Canarl

de Las




Angiogénesis e Hipoxia

Oxigenacioén

Se incluyeron 30 pacientes en el estudio de determinacién de la oxigenacién tumorai.
Este estudio es financiado por una beca FIS (proyecto 98-1035: Factores predictores
de respuesta a radioterapia en cancer de cérvix), incluyendo pacientes desde marzo-
1997 hasta marzo-1999. Se utiliz6 un sistema computarizado de electrodos
polarogréaficos marca Eppendorf (pO, Histograph 6650). Este sistema produce una
lesibn minima en los tejidos, sin repercusion en las medidas de p0, (Lartigau et al,
1992). El electrodo tiene un didmetro de 0.5 mm (0.3 mm en la punta), conteniendo un
microcatodo de oro de 17 micras. El electrodo avanza en pasos de 0.7 mm,
profundizando 1 mm y retrocediendo 0.3 mm (“pilgrim step”), para minimizar artefactos
por compresion vascular. Cada determinacién se realiza en menos de 1.4 segundos.
La pO, medida, pertenece al espacio extracelular de un volumen de muestra de 12
micras de diametro, correspondiendo a 50-100 células por cada determinacion, lo que
le confiere una alta resolucién espacial. Antes y después de cada serie de medidas, se
debe realizar la calibracién en una camara que contiene suero fisiolégico esteril al
0.9%, con pH=7.8. Por esta solucién se hace pasar, a través de un filtro estéril, aire y
nitrégeno al 100%. Se consigue asi una alternancia de presiones parciales de oxigeno
conocidas (21% y 0%). El equipo hace una interpolacion entre la calibracion previa y la
posterior a las medidas, para corregirlas automaticamente. En la calibracién posterior
se tiene también en cuenta la temperatura intratumoral, que se determina una vez
finalizadas las medidas.

A través del anodo de la camara se genera un voltaje de polarizacién de 700 mV. La
reduccion electroquimica de las moléculas de oxigeno, en el extremo del electrodo,
causa un incremento de la corriente. Este aumento, es proporcional al nimero de
moléculas de oxigeno que son reducidas en la solucion de electrolitos, y en su
momento, a la del tejido que mida (técnica de amperimetria).

La técnica se realiza 1-7 dias antes del inicio del tratamiento. La paciente se coloca en
posicion de litotomia (muslos flexionados 90°; abduccion 45° piernas en horizontal).
Mediante un espéculo se localiza la lesion y se introduce el electrodo 5 mm en el seno
del tumor, iniciandose la medicién. La longitud del trayecto depende del tamaiio del
tumor (medido clinicamente) y generalmenté se fija en 1.6-2cm. Se hacen 6 trayectos
que corresponden a unas 200 medidas, obteniéndose un histograma de pO, con un
rango de 0-100mmHg (Figura 3 y 4). La duracién del procedimiento es de 15-20
minutos, sélo las medidas, y con ambas calibraciones varia entre 45-60 minutos. No
precisa anestesia y se debe realizar con medidas de asepsia. Los datos de
oxigenacién se definen como la media, la mediana y como fraccién hipoxica, definida
esta Gltima como el porcentaje de valores de pO, <10mmHg (HP1g).
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Figura 3:
Histograma de
pO2 en un tumor
bien oxigenado.

Figura 4:
Histograma de
pO; en un tumor
hipdxico.

Estadistica

Para el analisis estadistico se utiliz6 el software SOLO. El analisis de la correlacion de
IMD y la expresidon de VEGF con los factores clasicos de pronéstico se realiz6
mediante los test de correlacién de Pearson, de Spearman, test de Chi® y Kruskal-
Wallis. Los valores correspondientes a la mediana fueron utilizados como punto de

corte en los anadlisis estadisticos. Las curvas de control local y de supervivencia causa-
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especifica se coristruyeron s'eg(m el método de Kaplan-Meier y fueron comparadas
con el log-rank test. Para el andlisis multivariante se realiz6 un test de regresion
multiple de Cox.

RESULTADOS

La expresion de VEGF se detect6 en 50/66 casos (76%), expreséndose en <30% de
las células tumorales en 21 muestras (33%), entre 30-60% en 13 muestras (21%), yen
>60% de las células tumorales en 14 (22%) de las muestras analizadas (tabla 3). Se
pudo determinar el nimero de vasos en todas las muestras excepto en seis, por no ser
valorables las tinciones. La densidad media intrafumoral (vasos/0.72mm?) fue de
172.16 microvasos, con una mediana de 125. Los resultados de la determinacion de la
prbliferacién, apoptosié y genes reguladores se détallan en la tabla 3, y son similares a
los previamente descritos (capitulo VI). '

TABLA 3: Resultados obtenidos en la determinacion de las distintas variables de nuestra
serie. .

Media t D.E. (Rango) IC 95% Mediana
IMD (n=60) 172.16 + 171.52 (0-688) 1128.44-217.08 125
IA (n=63) 1.82% 1.16 (0.38-6.89) 1.53-2.12 1.56
IM (n=62) T 139:077(020382) | 1.22-1.61 1.28
Ki67 (n=63) 37.12+19.9 (0-78) 31.81-41.83 | 35
P53 (n=65) 17.83+21.15 (0-96) 12.6-23.07 10.6

Se observo uha dorrelacién. importante entre la densidad de microvasos y la expresion
de VEGF (p<0.03), de manera que los tumores con mayor expresién de VEGF fueron
los més vascularizados (Figura 5).
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Figura 5: Relacion entre la expresion de VEGF y angiogénesis.
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La expresion de bax, bcl-2, p53, asi como la proliferacion (IM, ki67), se relacion6 con
la vascularizacién (tabla 4). Los tumores con mayor vascularizacién (IMD) expresaron
mas oncoproteina bax (p<0.05), con tasas de proliferaciéon (ki67) bajas (p<0.01, r=-
0.32) e IM elevados (p<0.01, r=0.32). La expresién de VEGF se relacion6 directamente
con p53 (p<0.026). Los valores de bcl-2 presentaron una tendencia a relacionarse de
forma inversa con la neovascularizacién tumoral, de manera que los tumores con
menor expresion de VEGF y menor vascularizacién presentaban sobreexpresion de
bcl-2 (p<0.07 y p<0.06, respectivamente).

TABLA 4: Relacion entre vascularizacion y apoptosis, proliferacién y genes reguladores
(valor de p).

1A M - Ki-67 P53 Bax Bcl-2

VEGF 0.15 - 0.69 0.82 0.026 0.43 0.07
IMD 0.95 0.01 (r=0.32) | 0.01 (r=-0.32) 0.56 0.05 0.06
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Se realiz6 el analisis de IMD y VEGF con respecto a los factores clasicos (edad,
tamafio tumoral, estadio, grado y tipo histolégico) (tabla 5). Se observé una correlacion
inversa entre la densidad de microvasos intratumoral y el VEGF con la edad, de
manera que las pacientes mas jovenes presentaban tumores mas vascularizados
(p<0.02, r=-0.29 y p<0.07, respectivamente). Con respecto al tipo histolégico, los
tumores de tipo adenocarcinoma tienen una tendencia a una mayor expresion de
VEGF que los epidermoides (p<0.09). No se observa relacién de la IMD con el
tamario, pero si dividimos la IMD en tertiles, observamos una tendencia a relacionarse
directamente con el tamafio tumoral, presentando mayor densidad de microvasos
aquellos tumores con mayor tamario (p<0.07).

TABLA 5: Relacion de la vascularizacion y oxigenacion con factores pronésticos
clasicos y respuesta (valor de p).

Edad Estadio Tamaio | Grado Hist | Histolog | Respuesta
IMD 0.02 (r=-0.29) 0.83 0.07* 0.74 0.13 0.77
VEGF 0.07 0.13 0.97 0.73 0.09 0.32
o
2 . 0.06 (r=-0.40) 0.80 0.94 0.13 0.03 0.62
median
HP4 0.09 (r=0.37) 0.81 0.66 0.17 0.07 0.46

*IMD dividido en tertiles.

De las 30 pacientes incluidas en el estudio de oxigenacién, se pudo realizar la
determinacion en 27 pacientes (tres'no aceptaron el procedimiento por ansiedad). No
se observaron complicaciones secundarias al procedimiento, siendo bien tolerada por
todas las pacientes. Para estimar la oxigenacion intratumoral, se eligi6 la mediana de
las 200 determinaciones realizadas en cada paciente y el porcentaje de células con
pO, <10mmHg (HP4(). Los valores de la mediana de p0, estuvieron entre 0.9-41.9
mmHg, con una media de 10.42 mmHg y una mediana de 5.4 (IC 95% 6.05-14.79). El
porcentaje medio de células hipoxicas en los tumores fue del 59.95%, con una
mediana de 55 (IC 95% 47.62-64.28). Ambos parametros estaban estrechamente
relacionados (p<0.00001). No se encontr6 relacion entre la oxigenacion intratumoral y
la vascularizacion, ni con ninguna de las oncoproteinas estudiadas. Se analizd la
relacion entre oxigenacion y factores prondsticos clasicos (tabla 5), observandose una
tendencia en las pacientes jévenes a presentar tumores mas oxigenados (p<0.06).
Ademas, los adenocarcinomas presentaban una mediana de p0; mayor (p<0.03), es

decir, estaban mejor oxigenados que los tumores epidermoides (Figura 6).
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Figura 6: Oxigenacién tumoral seglin tipo histologico.
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Al concluir el estudio, se pudo valorar la respuesta en 47 de las 49 pacientes tratadas
con radioterapia. En 36 pacientes (77%) se obtuvo RC, y en 11 pacientes no se
consiguié RC o la enfermedad progresé. Ninguno de los parametros de angiogénesis
ni la oxigenacion intratumoral, fueron predictivos de respuesta.

Para el analisis del control local se incluyeron los factores clasicos y las variables
relacionadas con neovascularizacién (IMD y VEGF) y oxigenacion (O, mediana y HP+g)
(tabla 6). En el analisis univariante sélo el estadio (p<0.002) fue factor predictivo para
el control local.

El seguimiento medio de las pacientes vivas fue de 31.8 meses (3-115 meses). El
unico factor pronostico significativo de supervivencia fue la angiogénesis, si dividiamos
el grupo en tertiles (p<0.03) (Figura 7). Efectivamente, la supervivenciaa 1, 3 y 5 anos
de las pacientes con bajo nivel de vascularizacién (< 56 microvasos) fue de 100%,
87% y 87%, respectivamente, frente a sélo el 84%, 78% y 65% en las pacientes con

alta densidad vascular intratumoral (>56 microvasos).
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Tabla 6: Factores Predictivos de Control Local y Supervivencia.

Control Local

Supervivencia

(valor de p) (valor de p)

Edad 0.46 0.97
Estadio 0.001 0.19
Grado

Histologico wibl L
Tipo Histolégico 0.26 0.73
Tamaiio 0.50 0.27
IMD 0.62 0.03*
VEGF 0.42 0.53
0, median 0.64 0.38
HP,, 0.79 0.24

IMD* dividido en tertiles.

Figura 7: Curva de supervivencia en relacion con densidad
intratumoral de microvasos, dividida por tertiles.
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DISCUSION

La angiogénesis es un proceso necesario para la progresiéon de la enfermedad vy el
desarrollo de la invasion y metastatizacion. Este es un fendmeno de regulacién
compleja, intimamente ligado a la expresion de genes activadores (VEGF, b-FGF) o
inhibidores (TSP-1, IF-a). A su vez, estos genes estan influidos en su expresion por
genes reguladores de los procesos de proliferacion y apoptosis (Kieser et al, 1994;
Dameron et al, 1994; Claffey et al, 1996).

Efectivamente, la expresion del factor de crecimiento endotelial (VEGF) en los tumores
de ceérvix que componen nuestra serie, se ha relacionado con una mayor
neovascularizacion (densidad intratumoral de microvasos) (Dobbs et al, 1997; Tokumo
et al, 1998; Kodama et al,1999), pero a su vez la expresion de VEGF era mayor en
tumores con sobreexpresion de p53 o que no expresaban bcl-2, caracteristicas ambas
asociadas a fenotipos de progresién tumoral (capitulo 5). Parece confirmarse en
nuestra serie de tumores clinicos, lo ya observado en modelos experimentales (Claffey
et al, 1996), explicando ademas el papel favorable de la sobreexpresién de bcl-2 en
cuanto a supervivencia observada en nuestra serie.

El fendbmeno de angiogénesis estimado mediante CD-31, ha sido mas evidente en
tumores que sobreexpresaban bax y no sobreexpresaban bcl-2. Conceptualmente, por
tanto, los peores resultados clinicos observados en situaciones relacionadas
/coincidentes con alta apoptosis (p53 y bax sobreexpresados, bcl-2 no expresado) en
tumores de cérvix (Levine et al, 1995; Crawford et al, 1998; Pillai et al, 1999) y en
otras localizaciones (Apolinario et al, 1997; Lera et al, 1998; Lara et al, 1999),
coinciden con una mayor expresién de factores de crecimiento y angiogénesis.

Niveles elevados de apoptosis se relacionan con elevada proliferacién (Levine et al,
1995; Chyle et al, 1996; Lera et al, 1998), pudiendo ser simplemente una expresion
mas de un fenotipo agresivo Sin embargo, podria representar un ejemplo de
alteraciones microambientales que llevan a mayor muerte celular y a la aparicién de
clones que estimulan la vascularizacion, para escapar mediante la metastatizacion de
un ambiente hostil.

Este hecho parece confirmarse cuando estudiamos la expresiéon de VEGF segun la
estirpe histologica. Los adenocarcinomas, tumores que mostraron mayores tasas de
apoptosis que los epidermoides, también parecen expresar VEGF en mayor medida,
hecho recientemente publicado por otros autores (Tokumo et al, 1998; Santin. et al,
1999). Ademas los adenocarcinomas, no sélo de cérvix, sino de otras localizaciones
(pulmén, prostata, mama), suelen mostrar mayores tasas de metastatizacion que los
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tumores epidermoides (Horak et al, 1992; Machiarini et al, 1992; Barbareschi et al,
1994).

Una de las caracteristicas del microambiente tumoral es el grado de hipoxia en el que
viven las células de la neoplasia. La cantidad de oxigeno intratumoral podria modificar
la expresion de factores reguladores de la progresion tumoral (Héckel et al, 1993;
Rockwell et al, 1997, Dachs et al, 1998).

En nuestra serie no hemos podido encontrar relacion entre hipoxia y alteracién en la
expresion genica de ciertos tumores, ni entre oxigenacion y vascularizacién. Sin
embargo, esa relacioén parece entreverse de forma indirecta por la relacion observada
entre vascularizacion y oxigenaciéon en funcién de la edad. Los tumores de las mujeres
mayores eran de menor tamafio (capitulo 3), mostrando un menor nimero de vasos y
menores tasas de oxigenacion, lo que podia justificar las diferencias de conducta
biolégica, observada por algunos autores entre mujeres jovenes o mayores (Chen et
al, 1996;Garzetti et al, 1997).

Finalmente, la vascularizacién ha resultado ser un factor pronéstico relevante de
supervivencia, incluso superior a algunos factores clasicos (Dellas et al 1997;
Obermair et al, 1998; Cooper et al, 1999). Se confirma por tanto en nuestra serie, el
papel de la vascularizacién como marcador de progresién tumoral. La inclusién de un
mayor numero de casos en estudios de oxigenacién tumoral, son imprescindibles para
conocer la importancia real de este fendmeno, en la predicéién de respuesta en los
tratamientos oncolégicos en carcinoma de cérvix. '
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Resumen y Discusién general

El carcinoma de cérvix continda siendo una neoplasia frecuente en nuestro medio. Las
camparias de screening, mediante test de Papanicolaou y exploracion ginecolégica,
han conseguido el diagnéstico y tratamiento de lesiones precursoras y del carcinoma
en estadios iniciales. Sin embargo, a pesar de este esfuerzo, la tasa de incidencia
continda siendo elevada y la supervivencia global no se ha modificado en los Ultimos
afos. La radioterapia continGa siendo el tratamiento de eleccion en la mayoria de los
estadios.

El estudio de determinadas caracteristicas que nos ayuden a definir el curso evolutivo
de un tumor en cada paciente en concreto, y que nos permita adaptar nuestros
esquemas terapeuticos a la conducta de ese tumor, es una constante en la
investigacion oncolégica actual.

En nuestra serie se analiz6 un grupo homogéneo de pacientes con carcinoma
epidermoide de cérvix, tratadas de forma radical con radioterapia, lo que nos podria
permitir reconocer con mayor claridad el papel de otros posibles factores pronésticos.
Se pudo observar una relacion directa entre el tamafio del tumor, el estadio clinico y la
afectacién ganglionar estimada por TAC, hecho que habia sido descrito por algunos
autores, pero que alcanza una claridad significativa en nuestro estudio. El andlisis de
estos factores en relacion al control local, nos mostré el papel relevante de la masa
tumoral, estimada mediante el tamafio tumoral y el estadio clinico. La supervivencia
causa-especifica a 1, 5y 10 afios fue del 85%, 67% y 62%, similar a las publicadas. EI
factor pronostico mas importante para la supervivencia, fue la respuesta tras la
irfadiacién, como era de esperar en un tumor de crecimiento locorregional. Las
pacientes que no obtuvieron respuesta tras la RT, fallecieron a corto plazo. Ademas de
este factor de caracter puramente local, el estadio y la presencia de adenopatias
resultaron de utilidad en la prediccion de aquellos casos que, ademas de grandes
posibilidades de fallo local, podian fallecer por diseminacién de la enfermedad fuera
del campo de tratamiento.

Los resultados de este primer analisis parecen confirmar, por tanto, la importancia de
la extension tumoral, en la respuesta a la irradiacién y como factor predictivo de
supervivencia. Sin embargo, pacientes con tumores del mismo tipo histologico e igual
estadio, pueden tener una evolucién muy diferente.

A continuacién analizamos un subgrupo de pacientes en las que se estudié la

expresion sérica de varios marcadores tumorales. El SCC-Ag estimado al momento

del diagnoéstico mostrd una estrecha relacion con el tamario tumoral y el estadio, por lo
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que su valor en la prediccién de supervivencia se pierde en el analisis multivariante, a
favor de la extension de la enfermedad. Su determinacién post-tratamiento se
relaciono estrechamente con la existencia de enfermedad residual, clinica o subclinica.
Asi, la normalizacién de los niveles de SCC-Ag post-tratamiento se relaciond
estrechamente con la obtencién de remision clinica completa (p<0.0002). Lo mas
relevante de este andlisis fue el impacto que, marcadores considerados propios de
adenocarcinoma, como el Ca 125, el Ca 19.9 y el CEA, tuvieron en la supervivencia. El
Ca 125 se relacion6 con la respuesta a la irradiacién, con el control local, pero
especialmente con la supervivencia, siendo significativa esta relacién en el analisis
multivariante (p<0.0043). Todas las pacientes con Ca 125 elevado pretratamiento,
fallecieron en un corto plazo debido a su tumor. Esta relacién, sugerida en estudios
que incluian tumores de estirpe adenocarcinoma, permite identificar un grupo de alto
riesgo en aquellas pacientes con Ca 125 elevado, que podria justificar la utilizacién de
tratamientos mas agresivos.

Sin embargo resultaba evidente, que era necesario analizar otras caracteristicas
biolégicas, presentes en el mismo tumor, que pudieran ampliar nuestro conocimiento
de la conducta biolégica de los mismos. El estudio del papel que la proliferacién
(indice mitético y ki67), la apoptosis (indice mitético) y las oncoproteinas relacionadas
(P83, bcl-2, bax) tienen en el carcinoma invasivo de cérvix, y su relacién con la
angiogénesis tumoral, representan un intento mas de caracterizar cada caso concreto.
Hemos podido observar que la expresion de los genes que regulan el fenémeno de la
apoptosis se ha asociado a fenotipos agresivos (p53 y bax sobreexpresados, bcl-2 no
expresado), confirmando lo ya observado por nuestro grupo y otros autores, en cuanto
al papel pronéstico negativo que parece asociarse a tumores con alta tasa de
apoptosis. De esta forma, los tumores de tipo histolégico adenocarcinoma, que
muestran una mayor tendencia a la metastatizacion, tenian una mayor tasa de
apoptosis que los tumores epidermoides. A su vez, la proliferacién mostraba
caracteristicas inversas. Altas tasas de apoptosis y de proliferacién se han asociado
en nuestra experiencia, con peores resuitados clinicos tras irradiacién en carcinoma de
laringe y vejiga, en series ambas compuestas por una sola estirpe histolégica
(epidermoide, transicional). Sin embargo, en carcinoma de cérvix y pulmén, el papel de
la apoptosis parece depender del tipo histolégico. Ha sido la repoblacion tumoral
durante la irradiacion, el tnico factor pronéstico junto al estadio, capaz de predecir el
control inducido por irradiacién, confirmandose una vez mas, lo ya observado en otras
localizaciones tumorales: la determinacion de la proliferacion mediante ki67 es un
método fiable y sencillo, y al alcance de cualquier laboratorio.

141

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Resumen y Discusi6n general

Pero los genes que regulan estos procesos, se han mostrado relacionados con la
adquisicion de la capacidad angiogénica, paso previo para la metastatizacion. Asi la
sobreexpresion de p53 y la expresién normal de bcl-2 se han relacionado en nuestra
serie de tumores clinicos con mayor -expresion de VEGF, potente factor inductor de la
neovascularizaciéon en modelos experimentales. Este a su vez ha inducido nuevos
vasos, estimados mediante CD-31. Este fenotipo tumoral vascular (CD-31 positivo) se
ha asociado también con sobreexpresién de bax y alteraciones de la proliferaciéon. En
conjunto, las pacientes que portaban tumores con alto nimero de neovasos, han
tenido peor supervivencia en nuestra serie.

Los tumores con alta proporcién de células hipoxicas, tienen bajas tasas de respuesta
a radioterapia, pero sobre todo tienen bajas tasas de control, incluso con cirugia. Las
alteraciones del microambiente tumoral, pueden llevar a una mayor expresién de
VEGF, que permitan la aparicion de neovasos, que se comportarian como vias de
escape de Ias células tumorales, de un tumor primario con condiciones ambientales
hostiles. Si bien no hemos podido encontrar una relacién directa entre hipoxia y
expresion de VEGF o CD-31, es verdad, que ambos procesos parecen relacionarse de
forma indirecta en funcién de la edad o el tipo histolégico. Efectivamente, las mujeres
jovenes o con tumores tipo adenocarcinoma, parecian mostrar tumores con mayor
expresion de VEGF y/o vascularizaciéon y mayor oxigenacion.

Concluyendo, los tumores de cérvix uterino tienen caracteristicas biolégicas complejas
que pueden ser utiles, no sélo en cUanto ala ampliacién del conocimiento y a la
corroboracion en la realidad clinica, de procesos definidos en modelos experimentales
muy controlados, sino que nos permiten definir, que junto a la conocida extension de la
enfermedad, la expresién de Ca 125, la estimacién de la proliferacion y la
neoformacién vascular, pueden ser factores predictivos de utilidad para incrementar la
individualizacion de los tratamientos y mejorar la supervivencia de nuestras enfermas.
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Conclusiones

Conclusiones:

Dentro de los factores clasicos de pronéstico, el estadio clinico, segin Ia
clasificacion de la FIGO, continia siendo el factor clasico de prondstico mas
relevante, tanto para el control local como para la supervivencia, en las pacientes
cdn carcinoma epidermoide de cérvix tratadas de forma radical con radioterapia.

Los niveles séricos de SCC-Ag se relacionan bien con el volumen tumoral, siendo
atil en la definicion de la extensiéon del tratamiento, pero los niveles de Ca 125,
parecen responder a caracteristicas biolégicas propias del tumor, que han sido
mas relevantes que el propio estadio en la prediccion de los resultados clinicos. La

intensificacion de los protocolos terapetticos en estos casos es prioritaria.

La proliferacién, estimada mediante ki67, ha sido un factor predictivo de respuesta
y control local, junto al estadio clinico. La repoblacion tumoral durante la irradiacién
se comporta como un factor limitante de control local. La utilizacién de esquemas
~acelerados de fraccionamiento o la combinacién con otras armas terapedticas,
podian ser opciones alternativas a considerar.

El papel de la angiogénesis en el crecimiento tumoral e inicio de la cascada
metastasica, ha sido puesta de manifiesto. La distinta participacion de genes

reguladores de estos procesos, indican la complejidad de analisis de los mismos.

Los adenocarcinomas de cérvix son tumores morfolégica y biolégicamente muy
distintos a los tumores epidermoides de la misma localizacion. La diferente
expresion de los fenébmenos de apoptosis, proliferacién, angiogénesis y
oxigenacion, justificarian la diferente conducta biolégica atribuida a cada uno de
estos tipos histologicos.
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