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1. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de salud vigente a nivel global, de
acuerdo al Globocan (2018) anualmente se diagnostican 569 847 nuevos casos y se
reportan 311 365 muertes, ocupando el cuarto lugar en tasas de incidencia a nivel
mundial (IARC 2018). Mas del 85% de la carga global ocurre en paises en desarrollo,
donde el CaCu representa el 13% de los canceres femeninos. En estos paises el 1.9%
de las mujeres desarrollan CaCu y 1.1% mueren por dicha enfermedad antes de los 75
afos. Un ejemplo de ello son los paises de América Latina y el Caribe, que en su
mayoria las tasas anuales de CaCu se mantienen altas, generalmente superiores a 20
casos por cada 100 000 mujeres (Lewis 2004). Actualmente se estima un 9.9% de
incidencia de CaCu con 56 187 casos nuevos y 28 318 muertes en los paises de
América Latina y el Caribe (GLOBOCAN 2018). En paises desarrollados, las tasas de
incidencia y mortalidad por CaCu son de 0.9% y 0.3%, respectivamente, siendo dos a

tres veces menores que en paises en desarrollo (Arbyn, et al. 2008).

En el caso de México los datos mas recientes reportan al CaCu como la tercera causa
mas comun de cancer en mujeres, al afio 7 869 Mexicanas son diagnosticadas con CaCu
y 4 121 mueren a causa de esta enfermedad (GLOBOCAN 2018). Especificamente, en el
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) la neoplasia mas frecuente en mujeres
correspondio al CaCu con un 30.6% de las 19 597 neoplasias diagnosticas entre 1985 y
1994 (Mohar, Frias-Mendevil and Suchill-Bernal 1997).

En la actualidad el CaCu se estadifica de forma clinica de acuerdo a los lineamientos de
la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (Montalvo, Coronel and
Alvarado 2011). En términos de tratamientos, el CaCu puede dividirse en tres grandes
grupos: Estadios clinicos (EC) tempranos desde IAl hasta el [IA1, en CaCu localmente
avanzado que puede ser considerado desde estadios clinicos IB2/IIA2 a IVA y en
enfermedad avanzada o metastasica que engloba los EC IVB, recurrente o persistente.
(Duefias Gonzélez, et al. 2010).




En Estados Unidos al igual que en otros paises del primer mundo, la mayoria de los
canceres de cérvix se diagnostican en estadios tempranos (Robles, White and Peruga
1996). De los 13 458 pacientes con cancer de cérvix incluidos en el Surverillance
Epidemiology and End Results (SEER) entre 1973 y 1987, el 71% tenia neoplasias

estados | a lIA segun la clasificacion FIGO (Pabon 1993).

En México es preocupante la distribucion por estadios del CaCu, dado que se ha
reportado que un 60% de los casos incidentes corresponden a lesiones localmente
avanzadas (Robles, White and Peruga 1996) y los resultados del tratamiento en estas
pacientes estan lejos de ser 6ptimos, con una supervivencia a 5 afios para las etapas
1B2, 1IB, llIB y IVA de 72.2%, 63.7%,41.7% y 16.4% respectivamente, de acuerdo al

reporte anual sobre los tratamientos de cancer ginecoldgico (Cetina, et al. 2006).

En casos avanzados los tratamientos clasicos de elecciébn son radioterapia v,
Gltimamente quimioterapia, produciendo resultados poco notables con una tasa de
supervivencia a 5 afos del 70% para estadio 11B, 50% para el lIA, 40-30% para el llIB y
10% para la etapa IVA (V. Nagy 2003).

El pronéstico es un factor importante en la seleccion del tratamiento adecuado en cada
caso individual. Las variables que se han asociado con el prondstico del paciente estan
relacionadas: al tumor (sitio primario, tipo celular y extension de la enfermedad), al
paciente (estado funcional, comorbilidades y sexo) y a factores ambientales (nutricién,
eleccion y calidad del tratamiento); mismas que determinan el éxito terapéutico y que
dependeran en gran medida de los factores propios del tumor. Es asi que la busqueda de
biomarcadores asociados a una mejor sobrevida es imperante para permitir proponer

herramientas en el tratamiento del CaCu.




2. ANTECEDENTES
2.1CANCER

El cancer se define como al conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
excesivo y descontrolado de células, las cuales invaden y dafan tejidos u 6rganos
provocando finalmente la muerte del individuo (Hanahan and Weinberg 2000). Uno de los
canceres de mayor relevancia clinica en mujeres Mexicanas es el CaCu el cual inicia en
las células que revisten el cuello del Gtero, dicho proceso involucra una serie de pasos
secuenciales que gradualmente promueven la transformacion de las lesiones a

precancerosas derivando posteriormente en cancer (American Cancer Society 2016).

2.2CANCER CERVICOUTERINO (CaCu)

El CaCu se origina a partir de las células del epitelio estratificado escamoso de la zona
de transformacion los cuales se catalogan de acuerdo a su origen histologico siendo un
80-90% de origen escamoso, conocido comunmente como carcinoma de células
escamosas (CCE), seqguido por el adenocarcinoma en un 10-20%, que se origina en las

células endocervicales (Lépez Saavedra and Lizano Soberon 2006), (Galgano and et al. 2010).

Diversos autores describen el desarrollo del CaCu como un evento multifactorial, ya que
diferentes factores se han asociado a su desarrollo, sin embargo, la infeccion por el virus
de papiloma humano (VPH) se ha reconocido como el principal factor de riesgo para el
desarrollo de CaCu, debido a que en la mayoria de los casos se encuentra el genoma del
VPH (zur Hausen 2009).

Entre los determinantes de progresion de esta neoplasia estan la ausencia de programas
de tamizaje y la poca accesibilidad a los recursos diagnosticos; ademas de otros
factores, como el genotipo viral, la persistencia de la infeccion, probablemente la carga
viral, la integracién del DNA viral en el genoma celular y periodos de inmunosupresion en
el organismo (Manzo-Merino, Jiménez-Lima and Cruz-Gregorio 2014).

10



2.2.1 TRATAMIENTOS PARA CANCER CERVICOUTERINO

La administracion concomitante de radioterapia pélvica con quimioterapia permite
incrementar el control del crecimiento tumoral, induciendo un dafio sub-letal sobre las
células tumorales, al inducir dafio al DNA que al no ser reparado ocasiona la muerte
celular (Morris, Eifel and et al 1999).

En 1999, el National Cancer Institute (NCI) de los Estados Unidos recomendé el uso
concurrente del cisplatino con la radioterapia como estandar para el tratamiento del
cancer de cérvix localmente avanzado basado en los resultados de la integracion de
cinco estudios clinicos fase lll con asignacion aleatoria; de estos, dos fueron realizados
de forma exclusiva en mujeres con enfermedad temprana (estados IA, Il, IB y IlIA) e
incluyeron el uso preoperatorio y postoperatorio de radioterapia como parte del control
(Peters, et al. 2000). En los tres estudios restantes publicados por el Ginecology Oncology
Group (GOG) y por el Raditation Therapy Oncology Group (RTOG) se incluyeron un gran
namero de pacientes con estadios IIB, Il y IVA (Peters, et al. 2000). Estos experimentos
encontraron un beneficio uniforme con el uso de la quimioradiacibn que otorga un
incremento absoluto en la supervivencia global a cinco afios del 12%. La mayoria de
estos estudios incluyeron como tratamiento de quimioterapia concomitante Cisplatino,
convirtiendose en el medicamento de eleccion en esta estrategia de tratamiento (National
Cancer Institute 1991).

A pesar del impacto positivo del tratamiento con quimio y radioterapia concomitante
(utilizando cisplatino como radiosensibilizador), alrededor del 35% de las pacientes
presentan progresion de la enfermedad (Collaboration 2008). Para evitar este fenémeno,
se han intentado alternativas de tratamiento que permitan mejorar estos desenlaces. Una
de ellas es la modificacién del tratamiento adicionando gemcitabina al tratamiento con
cisplatino como medicamento radiosensibilizador. Un estudio fase Il en poblacién
Mexicana mostré que la respuesta patolégica completa fue mayor en el grupo en que se
administré la combinacion cisplatino-gemcitabina comparado con el grupo que solo
recibié cisplatino (Duenas-Gonzalez, et al. 2005). Si bien se obtuvieron mejores resultados
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con Gemcitabina, esto fue a costa de una mayor toxicidad gastrointestinal y

genitourinaria.

2.3VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH) Y CANCER DE CERVIX

Practicamente todos los casos de céancer de cérvix son causados por infecciones
persistentes con un conjunto restringido de VPH. Un estudio que evalué la prevalencia
del VPH en CaCu con una perspectiva mundial, detecté el DNA del VPH en el 93% de
los tumores de CaCu, sin una variacion significativa en la positividad del VPH entre los
paises (Bosch, et al. 1995). Algunos tipos de VPH, como VPH 16 y VPH 18 son claramente
carcinogénicos potentes y estan estrechamente relacionados, representando
aproximadamente el 80% de los casos de cancer de cérvix (Jendoubi-Ferchichi, et al. 2018).

Los VPHs son virus pequefios con un diametro aproximado de 55nm sin envoltura.
Todos los VPH contienen un genoma de aproximadamente 8 Kb con una doble cadena
de DNA circular, que puede ampliamente dividirse en tres regiones: temprana, tardia y
region larga de control (LCR). La regién temprana contiene los genes que codifican para
las proteinas no estructurales que se han designado como E1 a E8. LA region tardia
contiene los genes L1 y L2, que codifican las proteinas estructurales de la capside viral,
necesarias para la formacion, transmision y diseminacion del virion. Los genes
tempranos de VPH regulan el ciclo viral y manipulan la maquinaria celular para replicar,
transcribir y traducir proteinas virales (E1 y E2), regulan productos virales tempranos,
inducen reordenamientos del citoesqueleto (E4) y causan desregulacion del ciclo celular
(E6 y E7) (Petros, Panagiotis and Georgios 2016).

De manera importante la expresion constante de las oncoproteinas E6 y E7 es necesaria
para mantener la célula tumoral, por lo que sus funciones han sido ampliamente

estudiadas.
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2.4 CANCER DE CERVIX: RELACION CON LA EXPRESION DE PROTEINAS
INVOLUCRADAS CON ANGIOGENESIS Y PROLIFERACION CELULAR.

2.4.1 FACTOR DEL CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF)

La familia de proteinas relacionadas con el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) alfa representa un grupo heterogéneo de
elementos relacionados con el estimulo y aumento de la permeabilidad vascular, el
crecimiento de las células endoteliales, su migracién y diferenciacién, que finalmente
permiten la formacion de nuevos vasos sanguineos que tienen como funcién principal
proporcionar de nutrientes al tumor. Otros miembros adicionales de esta superfamilia son
el factor de crecimiento placentario (P1GF, Placental Growth Factor), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D y VEGF-E. La sobreexpresion del VEGFalfa se ha correlacionado con un peor
prondstico en los pacientes con carcinoma escamoso de cérvix y sus niveles en suero

representan un marcador subrogado del crecimiento tumoral (Veikkola, et al. 2000).

Actualmente, VEGF es considerado uno de los factores angiogénicos mas importantes,
el cual se ha relacionado a células tumorales y a la induccién de formacion de vasos
capilares mediados por la sefializacion de receptores tirosin cinasa (RTKs). (Nagy, et al.
2011).

La célula tumoral promueve la sobre expresion de VEGF debido a la accién de la
oncoproteina E6, por medio de la inactivacion del p53, modulando asi la angiogénesis y
vasculogénesis a través de la inhibicion de la expresion del TSP1 (Trombospondina 1),
una glicoproteina de adhesion que facilita la interaccién entre las células y su matriz a
nivel de estroma, permitiendo la unién de moléculas como el fibrindgeno, la fibronectina,
la laminina, el colageno tipo 5 y las integrinas a5 y B1, importantes en la génesis del

carcinoma de cérvix.

La intensidad de la expresion del VEGF cuantificada por inmunohistoquimica se
correlacion6 de forma negativa con la Supervivencia global (SG), hallazgo que

confirmaron Gaffney y colaboradores (2003) al demostrar una asociacion
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estadisticamente significativa entre este marcador y la supervivencia libre de progresion
(SLP) (Gaffney, et al. 2003).

El VEGF se une, al menos, a tres receptores de tipo tirosin-cinasa y a una proteina de
membrana llamada neuropilina. Los tres receptores se denominan VEGFR1 (Flt-1),
VEGFR2 (KDR/FIk-1) y VEGFR3 (Flt-4). Los dos primeros se encuentran en el endotelio
vascular, y el Ultimo se expresa exclusivamente en los vasos Linfaticos (Auguste, et al.
2005). La interaccion de VEGF con VEGFR2 activa la proliferacion, migracion,
supervivencia y reorganizacion del citoesqueleto celular. Ademas, VEGF no sélo activa
un programa de proliferacion en el endotelio, sino que pone en marcha propiedades
citoprotectoras especificas, descritas hasta ahora en los capilares en desarrollo y en las
neoplasias, cambios promovidos por la via PI3K/Akt (Auguste, et al. 2005), (Costa, Soares
and Schmitt 2004).

Zusterzeel (2009) concluydé que el aumento en los niveles circulantes de VEGF se
asociaron con un mayor estado tumoral, con la posibilidad de documentar un tumor
mayor de 2 cm y con una probabilidad superior de evidenciar la presencia de los tipos
mas agresivos del VPH (Zusterzeel, et al. 2009).

Dado que la angiogénesis se encuentra claramente relacionada con el desarrollo y la
progresion del cancer de cérvix, varios estudios han evaluado la eficacia y seguridad de
agentes dirigidos contra VEGF como el bevacizumab, en mujeres con enfermedad
recurrente o metastasica. Este agente demostré una tasa de respuesta del 11% y una
proporcién baja de pacientes sin progresion de la enfermedad después de 6 meses de
iniciada la intervencion (Monk, Sill, et al. 2009). Algunos reportes adicionales soportan el
uso de este y otros agentes anti-angiogénicos en combinacidon con carboplatino y
paclitaxel como parte del tratamiento sistémico del carcinoma de cérvix avanzado (Monk,
Willmott and Sumner, Anti-angiogenesis agents in metastatic or recurrent cervical cancer 2010),
(Tan, et al. 2010), (Takano, et al. 2009).
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2.4.2 RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGFR)

El receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR, Epidermal Growth Factor
Receptor) pertenece a la familia de receptores localizados en la membrana plasmatica
gue presentan actividad tirosin-cinasa. En humanos, el gen EGFR (c-erbB1) codifica para
una glicoproteina integral de membrana de 170 KDa que posee un dominio catalitico
responsable de la actividad tirosin-cinasa. Mas de la mitad de la cadena polipeptidica de
EGFR forma el receptor situado en la parte extracelular. Esta porcion es especificamente
reconocida por una familia de factores de crecimiento que poseen médulos estructurales
semejantes al del EGF (Epidermal Growth Factor), su ligando prototipo. En el dominio
citoplasmico de EGFR se encuentra localizado el sitio catalitico responsable de su
actividad tirosin-cinasa. En este dominio se encuentra un residuo de lisina (Lys721), que
estd implicado en la unién del ATP al receptor, y cinco residuos de tirosina (Tyr992,
Tyrl068, Tyr1086, Tyr1148 y Tyrl173) en su extremo mas distal, que son susceptibles
de ser trans-fosforilados después de producirse la dimerizaciébn del receptor. Los
residuos de fosfo-tirosina asi generados sirven como sitios de reclutamiento y anclaje de
proteinas que contienen dominios SH2 (Src homology domain-2) o dominios PTB
(phospho-tyrosine-binding domains) que inician multiples vias de sefalizacion intracelular
implicadas en la proliferacion celular (Speake, Holloway and Costello 2005), (Ghosh, et al.
2001).

Se ha demostrado que EGFR se encuentra sobre-expresado en casi el 80% de los
carcinomas escamosos de cérvix; Noordhuis y colaboradores (2009) demostraron
recientemente que la sobreexpresion de EGFR en mujeres con cancer de cérvix
localmente avanzado tratadas con quimio-radiacion se asocié de forma negativa con la
Sobrevida Libre de progresion (SLP) (Noordhuis, et al. 2009). Ademas, la positividad a
EGFR fue util para predecir la respuesta al tratamiento de forma independiente al estado
tumoral y al patrén histolégico dominante. Esta asociacion puede explicarse, por el papel
gue tiene el receptor en el proceso de reparaciéon del dafio ocasionado sobre el DNA
debido a la quimioterapia, mismas que logra a través de la via activacion de la cascada
de sefializacion PI3K/AKkt.
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2.5CANCER DE CERVIX: RELACION CON LA EXPRESION DE PROTEINAS
INVOLUCRADAS EN LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMAL (TEM)

Las células epiteliales juegan un rol estructural y funcional en los 6rganos y son
mutuamente adherentes a través de interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular. Las moléculas de adhesion célula-célula incluyen a las caderinas mientras
gue las de adhesion célula-matriz extracelular involucra a las integrinas. Las caderinas y
las integrinas reposan en el citoesqueleto que es una estructura rigida formada por
filamentos de actina y citoqueratina. En un epitelio intacto las células tienen una
estructura rigida y son inméviles. En contraste, las células mesenquimales, tienen una
organizacion menos rigida con menor cantidad de uniones celulares y de moléculas de

citoqueratina, mostrando propension a la movilidad (Wells, Yates and Shepard 2008).

En condiciones fisiologicas, las células epiteliales se encuentran en comunicacion directa
con el estroma por medio de una estructura organizada mayormente en hojas (a
excepcion de la piel), con células adyacentes unidas fuertemente por “tight junctions” y
“gap junctions”. Estas conexiones ejercen diversas funciones como: comunicacion,
restriccion de la proliferacion, migracion celular y mantenimiento de la polaridad celular.
En la superficie apical de gran parte de los tejidos, las células epiteliales estan en
contacto con fluidos corporales que contienen en su mayoria factores de crecimiento y
sus receptores se encuentran secuestrados en las superficies baso-laterales. Las “tight
junctions” que se componen por uniones epitelio-caderinas (E-caderina o CDH1), limitan
el acceso de los fluidos apicales a los espacios basolaterales y compartimientos
estromales (Wells, Yates and Shepard 2008), (Micalizzi, Farabaugh and Ford 2010).

Cuando ocurre un proceso neoplasico, este ordenamiento sufre alteraciones. Generando
una serie de eventos que resultan en la transicion de una célula epitelial, no mévil hacia
una célula mesenquimal no polarizada y movil, con capacidad invasiva, proceso
identificado y conocido como Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) (Wells, Yates and
Shepard 2008). Durante el proceso de metastasis, debe existir un proceso coordinado de
migracion, invasion y TEM. La célula tumoral inicia con un cambio fenotipico que

involucra la pérdida de marcadores epiteliales y un aumento de factores y proteinas
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mesenquimales los cuales permiten que la célula tumoral migre e invada nuevos nichos

para finalmente colonizarlos y generar la metastasis (Kalluri and Weinberg 2009).

La TEM no solo juega un papel primordial en las transformaciones neoplasicas, sino que
también ha sido reconocido como un mecanismo importante en diversos procesos
durante el desarrollo embriolégico (incluyendo gastrulacién, en donde el epitelio da
origen al mesodermo), procesos de cicatrizacion, fibrosis y transformacion neoplasica
(Berx, et al. 2007).

2.5.1 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMAL EN CANCER

El proceso de TEM que ocurre en cancer es definido como la pérdida de la arquitectura
epitelial normal generada por un deterioro de las uniones célula—célula. A nivel molecular
se evidencia por pérdida de marcadores epiteliales como la E-caderina y la aparicion de
marcadores mesenquimales que incluyen: fibronectina, N-caderina y Vimentina mas la
adquisicion de fenotipo fibroblastoide movil e invasivo. Una vez que la célula
mesenquimal alcanza su destino final durante el proceso de metastasis, sufre el proceso

reverso conocido como transicidon mesenquimal-epitelial (Berx, et al. 2007).

2.5.2 INDUCTORES DE LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMAL

El proceso conocido como TEM puede ser inducido tanto por sefales intrinsecas, (por
ejemplo mutaciones génicas) o por sefales extrinsecas (como sefalizacion a través de
factores de crecimiento). Dentro de los factores de crecimiento conocidos que inducen
TEM esta el factor de crecimiento transformante B (TGFp), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), diversos miembros de la familia de los factores de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de los fibroblastos (FGF) (Hay
1995), (Huber, Kraut and Beug 2005), (Hulit, et al. 2007), (Kang and Massagué 2004).
Recientemente, la sefalizacion a través de Notch ha sido implicada en transicion TEM
mediante la activacion del factor de transcripcién Snail2 (Slug), un potente represor de la
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expresion de E-caderina. Cambios en la composicion de la matriz extracelular (ECM)
también son capaces de inducir TEM, como se observa con el colageno tipo | y el acido
hialurénico (Niu, et al. 2007), (Peinado, Portillo and Cano 2004).

Como se menciond anteriormente, en el proceso de TEM, ademas de la pérdida de las
capacidades de adhesion, las células tumorales desarrollan procesos para ganar
propiedades de migracién e invasion a través de la disrupcion de los contactos célula—
célula, lo cual ha sido correlacionado con la pérdida de la E-caderina. Esta pérdida puede
ser causada por mutaciones sométicas, hipermetilacion del promotor o por la accion de
represores transcripcionales como Slug, Snail, Twistl y Zeb-1. La baja regulacion de la
E-caderina también se ha asociado con el desarrollo de carcinomas invasivos,
diseminacién metastasica y mal prondstico (Peinado, Olmeda, et al. 2007), y su nivel de
expresion es inversamente proporcional con el estado y grado tumoral. Todo esto en
conjunto nos indica que la E-caderina puede ser considerada como un gen supresor de

invasion (National Institute Cancer 2008).

253 E-CADERINA

La superfamilia Caderina es una familia evolutivamente conservada de moléculas de
adhesiéon que median las interacciones célula-célula dependientes de calcio. Las
moléculas de caderina pueden subdividirse en tres subfamilias: caderinas clasicas,
caderinas no clasicas y protocaderinas. De estas las caderinas clasicas son las mas
estudiadas, basadas en su distribucion de tejido, las caderinas clasicas comprenden
principalmente caderina epitelial (E-caderina), caderina placentaria (P-caderina), y
caderina neural (N-caderina), todas ellas son requeridas para la adhesion célula-célula
normal y mantenimiento, integridad y homedstasis del tejido. Recientemente se encontro
gue la expresion aberrante de las caderinas clasicas se asocia con invasion de tumores y

un peor prondstico en muchos carcinomas (Baohua , et al. 2016).

La E-caderina es una glucoproteina de transmembrana codificada por el gen de la
cadherina (CDH1) localizado en el cromosoma 16g22.1 (Aristizibal and Satie- Takahashi
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2016), misma que ha sido identificada como un gen supresor de tumores y se reconoce

gue tiene un rol en el desarrollo de cancer de cérvix (Baohua, et al. 2016).

La pérdida de la funcion adhesiva de la E-caderina es un paso critico en la progresion de
las células epiteliales hacia un fenotipo mas agresivo. Como se ha mencionado antes, la
E-caderina en epitelio normal se reconoce como un gen supresor de factores de
invasion, ya que su inactivacion o la disminucion de su funcién debido a mutaciones,
deleciones alélicas o alteraciones epigenéticas, se asocian con la transicion epitelio
mesénquima, lo que conlleva a mayor agresividad del tumor y un mayor potencial
metastasico. La funcién de la E-caderina se pierde frecuentemente durante el desarrollo
del cancer epitelial humano; ademas, se asocia con la diferenciacién, invasion del tumor

y metastasis en ganglios linfaticos (Aristizabal and Satie- Takahashi 2016).

El decremento de la expresion de E-caderina no solo se ha detectado en el carcinoma
cervical escamoso, también se ha asociado con invasion tumoral y mal pronéstico. Varios
factores reguladores, incluyendo el factor de crecimiento transformante B1l, KCL
contrasporter-3 y el factor de crecimiento epidérmico, promueven la migracion celular y la
invasion en lineas de CaCu al regular la expresién y funcién de E-caderina. Sin embargo,
no se ha descrito la expresion de E-caderina en lesiones premalignas y su papel en la
carcinogénesis cervical en etapas tempranas. (Baohua , et al. 2016).

2.5.4 VIMENTINA

Los marcadores de TEM incluyen a E-caderina, N-caderina y Vimentina. Asi mismo
Vimentina se ha identificado como uno de los mayores filamentos intermediarios
mesenquimales y su expresion ha sido descrita como el estado final de la progresion en
TEM, ésta proteina se presenta en un estado de células tumorales completamente

diferenciadas, que son altamente proliferativas e invasivas (Xiangwen, et al. 2014).

La investigacion de Jian-Qin 2015, refiere que la TEM es un paso clave en el procesos

de metastasis del cancer. Donde el incremento de la expresion de Vimentina y el
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decremento de la expresion de E-caderina, son de los mejores indices de incidencia de
TEM. El estudio de Satelli et al, 2011, confirmé que la sobre-regulacion de la expresion
de Vimentina en diversos tumores epiteliales esta estrechamente asociado con la

migracion, invasion y metéstasis del tumor.

Una de las vias de activacion son por VPH16 E7 que pueden promover la trasformacion
de células epiteliales normales de humano a células mesenquimales, y estas proteinas
oncogeénicas pueden acelerar la transformacion maligna del tumor por medio de la
induccion de la TEM. En los procesos de tumorgénesis y progresion, los factores de
transcripcion de accidon mutua, proteinas cinasas del tumor y otros factores regulatorios
pueden dar resultados anormales en la expresion de marcadores de TEM. Por ejemplo,
los rearreglos del citoesqueleto, la baja expresion de gueratina y la sobre-expresion de
Vimentina todos pueden causar cambios celulares fenotipicos en la matriz de adhesion
celular (Jian, et al. 2015).

2.5.5 DENSIDAD MICROVASCULAR (DMV)

De igual manera, otros factores celulares se asocian a la presencia de nuevos vasos
sanguineos que permiten la sobrevivencia y desarrollo tumoral. Dentro de estos, la
expresion del receptor CD31 en la superficie de las células endoteliales estd4 bien
establecido para monitorear la densidad vascular en tejidos tumorales. Evaluaciones
colposcopicas del cérvix han encontrado vasos sanguineos atipicos con formas
irregulares y un aumento de la DMV (cuantificando el nUmero de vasos mediante la

expresion de CD31) que caracteriza un fenotipo mas agresivo (Randall, et al. 2009).

El aumento en la DMV se asocia con la alteracion de otros marcadores derivados del
endotelio vascular como el factor VIII, el receptor CD34, la interleucina 8 (IL-8), el factor
de necrosis tumoral o (TNF«) y VEGF (Kainz, et al. 1995). Un estudio que valoré 117
mujeres con carcinoma de cérvix estado IBIl, encontrd una relacion directa y proporcional
entre la expresion de VEGF, la invasividad tumoral, el compromiso ganglionar y el
volumen de la neoplasia (Lee, et al. 2002).
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3. REVISION DE LITERATURA

La busqueda de articulos para esta investigacion se realizé en metabuscadores como:
Pubmed, Pubmed central, Artemisa, entre otros (Cuadro 1). Basando la busqueda en la
pregunta de investigacion e involucrando las variables independientes y dependientes de

éste estudio.

Se us6 el acronimo en inglés PEOS que se define mediante: Patient, Exposition,

Outcome y Study.

P: Mujeres con cancer de cérvix.

E: Expresion mediante IHQ de proteinas: EGFR, VEGF, E-caderina, Vimentina y CD31.
O: Supervivencia Global (SG).

S: Cohorte.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los esfuerzos encaminados a la deteccion oportuna del cancer de cérvix,
continua siendo un problema de salud publica sobre todo en paises en desarrollo como
nuestro pais, con un impacto relevante en términos de mortalidad y morbilidad. Se ha
reportado que 80% de pacientes con CaCu se diagnostica en etapa localmente avanzada
y un 50% de estas pacientes progresan después del tratamiento estandar basado en
guimioterapia-radioterapia concomitante con cisplatino, por lo que los tratamientos en

etapas recurrentes son limitados en términos de supervivencia global.

El alto porcentaje de progresion al tratamiento, indica que el CaCU posee mecanismos
asociados de resistencia o bien, que le proporcionan ventajas mediante las cuales es
capaz de persistir, sin que al momento sea claro el papel que juegan los procesos de
angiogénesis y TEM en este fendbmeno.

5. JUSTIFICACION

Si bien existe deteccion temprana del CaCu, muchos de estos casos progresarany a la
fecha no existen biomarcadores que sean capaces de detectar a las pacientes en riesgo
de resistencia a tratamiento. Con este trabajo se intentan establecer factores prondéstico
que permitan predecir que pacientes fallaran a la terapia basada en quimioterapia
radioterapia concomitante, para establecer un manejo mas personalizado o prolongado
en pacientes con CaCu localmente avanzado. La importancia del estudio es que
actualmente existe evidencia donde se reporta de manera individual un aumento de la
DMV mediante CD31 y la sobre expresion de ciertas proteinas, que van de un 60% a un
90%, mismas que incluyen al EGFR, VEGF, Vimentina y un decremento en la expresion
de E-caderina. Sin embargo, se han evaluado de manera aislada, por lo que resulta
necesario evaluarlos como parte de un panel de Biomarcadores que podrian estar
involucrados en la supervivencia global de pacientes con CaCU localmente avanzado
para ser considerados en la creacion de modelos predictivos que sirvan como factores

pronadsticos.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe una asociacion entre la expresion proteica de marcadores de Transicion
epitelio-mesenquimal y angiogénesis, con la supervivencia global de pacientes con
cancer de cérvix localmente avanzado atendidas en el Instituto Nacional de

Cancerologia (INCan) de México?

7. HIPOTESIS

La pérdida de expresion de E-Cadherina, la sobre expresién de VEGF, EGFR, Vimentina
y el aumento de la densidad microvascular (CD31) en pacientes con cancer de cérvix
localmente avanzado, serviran como factores prondsticos en CaCu localmente avanzado

en términos de SG.

8. OBJETIVOS
GENERAL

Evaluar la asociacion de los marcadores de transicion del epitelio-mesenquimal (E-
caderina y Vimentina), EGFR, VEGF y la densidad microvascular con la supervivencia

global de pacientes con cancer de cérvix localmente avanzado del INCan.
ESPECIFICOS

Determinar las caracteristicas clinicas y demograficas de pacientes con cancer de cérvix
localmente avanzado que hayan recibido tratamiento estandar en el INCan de México.

Evaluar la expresion de los marcadores celulares de TEM: E-cadherina y Vimentina asi
como de Angiogénesis: VEGF, EGFR y CD31 en muestras de tejido tumoral de pacientes

con cancer de cérvix localmente avanzado mediante inmunohistoquimica
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Evaluar la supervivencia global de pacientes con cancer de cérvix localmente avanzado

en funcion del grado de expresion de proteinas E-cadherina, Vimentina, VEGF y EGFR.

9. MATERIALES Y METODOS
9.1DISENO DEL ESTUDIO

Cohorte retrospectiva que incluyd pacientes con CaCu en etapas localmente avanzadas
en estadio clinico IB2 a IVA.

9.2POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con diagndstico histopatolégico de CaCU localmente avanzado atendidas en el
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), ubicado en la zona sur de la Ciudad de
México. Av. San Fernando N° 22, Alcaldia de Tlalpan, durante el periodo 1999-2005.

9.2.1 TAMANO MUESTRAL

Se calculé el tamafio de muestra mediante la formula de una proporcion para
poblaciones infinitas considerando un alfa de 95%, un error del 10%, un 27.5% de
probabilidad que ocurra la expresion de las proteinas en los casos de CaCu localmente
avanzado, con base en el referente tedrico del estudio de Baohua y cols., el cual
documentd por inmunohistoquimica la expresion de E-caderina en epitelio de cérvix
normal del 97.9%, una expresion reducida de E-caderina en NIC 10.2% y en SCC de

27.5% (Baohua , et al. 2016), finalmente se adicion6 un 20% por las probables pérdidas.

n=Zo?2xPyXxXqo
dZ
Donde:
Zo =1.96
d=0.1
P,=0.275
Jgo=(1-P,)=(1-0.275)=0.725

n =3.8416 x 0.275 x 0.725 = 0.7659 = 76.59
0.01 0.01
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n= 76.59 +15.32 (20%) =91.9
n= 92 casos

Por lo anterior, se deben incluir 92 pacientes que cumplan con los criterios de seleccion.

9.3CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

= Bloques confirmatorios de tejido tumoral (evaluados por patologia) para su
analisis inmunohistoquimico.

= Confirmacion histolégica de cancer cervicouterino estadificado en etapas clinicas
localmente avanzadas (E.C. IB2- IVA), participantes de cohortes de 1999-2005.

= Histologia epidermoide, adenoescamoso y adenocarcinoma.

= Sin tratamiento previo

= Enfermedad medible

= Edad entre 24 y 70 afnos.

= Estado funcional de 0-2 de acuerdo a los criterios de la OMS

= Funcién hematoldgica, renal y hepatica de acuerdo a los siguientes parametros:
Hb igual o mayor de 10 g/L (los pacientes pudierén transfundirse previo al
tratamiento y ser incluidos una vez que alcanzarén 10gr de Hb), Leucocitos
mayores o0 igual a 4,000/mm3. plaquetas igual o mayores a 100,000/mm3,
Bilirrubina total menor de 1.5 veces el valor normal. Transaminasas menores de
1.5 veces el valor normal y Renal: Creatinina menor o igual a 1.2.

= Que hayan recibido tratamiento con fines curativos incluyendo QT-RT con CDDP
a 40 mgs/m2 con o sin Gemzar a 125 mgs/m2 seguido de Braquiterapia

convencional de baja tasa y seguimiento de por lo menos 5 afos.

CRITERIO DE EXCLUSION
= Pacientes que no tengan informacion completa en expedientes clinicos.
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9.4DEFINICIONES OPERACIONALES
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9.5 DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
9.5.1 RECOLECCION DE DATOS DEMOGRAFICOS DE LAS PACIENTES

La informacién se obtuvo de 120 expedientes clinicos fisicos y electrénicos (INCanet) de
mujeres diagnosticadas con CaCu localmente avanzado (Etapas Clinicas FIGO IB2-IVA),
tratadas con quimio-radioterapia y braquiterapia en el INCan.

Examiné y registré los datos en una base de datos disefiada para tal fin, usando el
paquete estadistico SPSS® ver21.0 (IBM software, Chicago, IL, EE.UU). Se
consideraron y analizaron diversas variables clinico-patolégicas (edad, grado de
escolaridad, estado funcional basal cuantificado por el indice de ECOG, histologia
tumoral, graduacion tumoral, estado tumoral, dimensiones del tumor primario en
milimetros, presencia de ganglios pélvicos sugestivos de compromiso metastasico),
esquema y dosis de la radioterapia pélvica y braquiterapia intracavitaria, dosis y nimero
de ciclos de quimioterapia. Se realiz6 un analisis IHQ de cada una de las proteinas y se
determiné el estado al final de las pacientes durante el seguimiento (viva 0 muerta, con o

sin enfermedad) y la respuesta al Tratamiento (utilizando los criterios RECIST 1.1).

9.5.2 DETERMINACION INMUNOHISTOQUIMICA: EXPRESION DE PROTEINAS

Se obtuvieron los bloques de parafina de las biopsias de las pacientes incluidas en el
estudio al momento del diagndstico, de los cuales se realizaron cortes de 2 uM de
espesor y montados en laminillas electrocargadas.

La Patologa Dra. Delia Pérez perteneciente al INCan, determiné la adecuada calidad del
tejido para la evaluacién por inmunohistoquimica de las proteinas y evalué la expresion

de estas.

La técnica de inmunohistoquimica de las proteinas en cada muestra las realicé en el
laboratorio de investigaciéon N° 2 del INCan a cargo del Dr. Joaquin Manzo Merino.
Siguiendo la metodologia del procedimiento inmunohistoquimico que se ilustra a
continuacion (Figura 1) y posteriormente se describe.
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Figura 1. Diagrama general del procedimiento de inmunohistoquimica. Las condiciones
empleadas para cada anticuerpo se sumarizan en el Cuadro 7.
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9.5.3 METODOLOGIA DEL PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO

Una vez incluidas las pacientes al estudio, se procedié a obtener los bloques de parafina
correspondientes a las biopsias del diagndstico para realizar cortes de 2 uM de espesor y

analizar la expresion de EGFR, VEGF, E-caderina, Vimentinay CD31(para DMV).

El tejido obtenido de la se fij6 en formol al 10% y embebido en parafina. Se procedié a
realizar cortes de 2 uM de espesor con el uso de un micrétomo. Los cortes se colocaron
en una laminilla electrocargada. Las laminillas se sometieron a un proceso de
desparafinacion, hidratacion del tejido y posteriores lavados con etanol y agua. Se realiz6
la recuperaciéon de antigenos utilizando presién y temperatura. Posteriormente, se incubd
el anticuerpo primario, se lavé y consecuentemente se incubd el anticuerpo secundario.
Una vez lavado, se procedié al revelado del complejo antigeno-anticuerpo utilizando
Diaminobencidina (DAB) la cual genera un precipitado color marron. Se realiz6 una
contratincion utilizando hematoxilina. Finalmente se realiz6 el montaje y posterior

observacion del resultado a través de un microscopio de luz transmitida.

9.5.4 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE EGFR

Para la tincion de EGFR segui el proceso descrito de la técnica de inmunohistoquimica.
La expresion de EGFR fue detectada empleando el anticuerpo policlonal EGFR 1005
(SC-03) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) en una dilucion 1:50.
Para los controles se empleé tejido de cérvix normal con exposicion del anti-EGFR para
los controles positivos y los controles negativos se procesaron sin exposicion al
anticuerpo primario. Los casos se consideraron negativos si ninguna de las células
tumorales expresa EGFR y como expresion positiva de EGFR si las células tumorales
estuvieron tefiidas a nivel membrana y citoplasma sobre el trasfondo sano o sobre el

control negativo.

9.5.5 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE VEGF

Siguiendo el proceso descrito de la técnica de inmunohistoquimica se realiz6 la tincion

para VEGF. Su expresion fue detectada empleando el anticuerpo policlonal VEGF A20
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(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) en una dilucion 1:25. Como
controles se emplearon muestras de tumor de rata (angioblastoma), con la diferencia que
los controles negativos fueron sin exposicion al anticuerpo primario. Los casos se
consideraron positivos con la inmunoreactividad nuclear y citoplasmética en células
tumorales tefidas sobre el trasfondo sano o sobre el control negativo y como negativos Si

ninguna de las células tumorales expres6 VEGF.
9.5.6 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE E-CADERINA

El tejido embebido en parafina se incubd con el anticuerpo anti E-caderina (G-10) (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) en una dilucién 1:50. Para los controles
se empled tejido humano de péancreas normal, con la diferencia que los controles
negativos se realizaron sin exposicion al anticuerpo primario. Los casos se analizaron
mediante inmunohistoquimica considerando en membrana el nivel de inmunoreactividad
y fue catalogado como negativo si ninguna de las células tumorales expresa E-caderina y
reactivo positivo si las células tumorales estuvieron tefiidas sobre el trasfondo sano o del

control negativo.
9.5.7 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE VIMENTINA

El tejido embebido en parafina se incubd con el anticuerpo anti Vimentin V9 (sc-6260)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) en una dilucién 1:50. Como
controles se empleo tejido de cancer de cérvix y los controles negativos se realizaron sin
exposicion al anticuerpo primario. Los casos se analizaron mediante inmunohistoquimica
considerando en citoplasma el nivel de inmunoreactividad y fue catalogado como:
negativo si ninguna de las células tumorales expresa Vimentina; reactivo positivo, si
estuvieron tefidas células tumorales sobre el trasfondo sano o sobre el control negativo,

aun cuando el estroma sea de expresion positiva.
9.5.8 DETERMINACION DE LA DENSIDAD MICROVASCULAR

La presencia de vasos sanguineos fue determinada empleando el anticuerpo anti-CD31,
PECAM-1 (H3) (anticuerpo monoclonal, Santa Cruz Bitechnology, California, USA) en
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una dilucién 1:50. La densidad de los vasos sanguineos se determind en zonas con gran
vascularizacion, en funcidon de los criterios propuestos por Weidner y colaboradores
(1991) (Weidner, et al. 1991). En estas areas, la densidad de microvascular se midié de

acuerdo a lo descrito previamente por Tjalma y col. (1998) y se define en el cuadro 2.

10. DIAGRAMA DE TRABAJO
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11. PLAN DE ANALISIS

Los datos se capturaron en una base de datos disefiada para el estudio en el programa
estadistico SPSS® (IBM software, Chicago, IL, EE.UU) Version 21. Para determinar si la
variable cuantitativa (edad) se distribuyen de forma normal se realiz6 la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. En el andlisis descriptivo los resultados fueron descritos como
medias, + desviacion estandar si las variables cumplian con una distribucién similar a la
curva normal, en el caso de no tenerla se presentaron como mediana e intervalo de
confianza al 95%. Para el caso de variables cualitativas u ordinales se reportaron como
frecuencias relativas y absolutas. El analisis bivariado en datos cuantitativos
paramétricos se realiz6 con la prueba de t-student, en caso de datos cualitativos se
compararon mediante un analisis Chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher. Para todos
los casos, se considerd diferencia estadisticamente significativa cuando p<0,05. Las
estimaciones de supervivencia se realizaron utilizando el modelo no paramétrico del
limite del producto (método de Kaplan-Meyer) para cada curva y sus funciones se
compararon con la expresiéon de cada proteina (EGFR, VEGF, E-caderina y Vimentina),
mediante la prueba Log-Rank.

En todos los andlisis estadisticos se considerd una significancia estadistica con el valor
de p menor de 0.05 y los intervalos de confianza se construyeron con un nivel de
significancia de o = 0.05 (Nivel de confianza de 95%).

Los hazard ratio se estimaran por medio del modelo de riesgos proporcionales o
regresion de Cox, en caso de encontrar diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de las proteinas.

12. CONSIDERACIONES ETICAS

El proceso para la obtencion de muestras se estableci6 mediante el proyecto que fue
sometido y aprobado por el comité de Etica e Investigacion del INCan con el registro
(013/013/1Cl) (CEI/844).

12.1 PROCESO DE OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente estudio no requiere de consentimiento informado debido a que se utilizaron

tejidos almacenados.
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12.2 ACUERDOS PARA INDEMNIZACION A LOS PARTICIPANTES POR DANOS
POTENCIALES DERIVADOS DEL ESTUDIO

De acuerdo a la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud y
conforme a los aspectos éticos de la investigacion los estudios observacionales se

consideran de riesgo minimo, y en este estudio no existe ningun riesgo para la salud
12.3 INGRESOS PARA INVESTIGADORES

No existen ingresos.
12.4 NORMATIVIDAD

El estudio se condujo de acuerdo con lo sefialado en la Declaracién de Helsinki, Buenas

practicas clinicas y las Normas establecidas en la Ley General de Salud.

13. RESULTADOS

Se analizaron pacientes atendidas en el INCan del afio 1999 al 2005 a través de la
consulta del expediente fisico y electrénico institucional INCanet ®.

El tamafio de muestra inicial fue de 120 pacientes, de estas se excluyeron 33 pacientes
por no contar con bloque confirmatorio de tejido tumoral y otros 5 pacientes por no tener
acceso al expediente clinico o carecer de datos completos, conformando un tamafio de
muestra final de 82 participantes para el estudio. De las 82 pacientes que cumplieron
con los criterios de inclusion de diagndstico confirmado de CaCU en etapas clinicas
localmente avanzadas mediante estudio histopatoldgico, con histologia epidermoide,
adenoescamoso Yy/o adenocarcinoma, virgenes al tratamiento y posterior a su
diagnéstico recibieron tratamiento con fines curativos de QT-RT con CDDP a 40 mg/m?
con o sin Gemzar a 125 mg/m? seguido de Braquiterapia convencional de baja tasa y con

un seguimiento de por lo menos 5 afos.
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13.1 CARACTERISTICAS BASALES

La cohorte quedd conformada por 82 (100%) pacientes consideradas para éste analisis,
de los cuales 38 (46.3%) casos recibieron el tratamiento estandar propuesto por la OMS
con cisplatino y 44 (53.7%) casos el tratamiento de cisplatino mas Gemzar ®; del total de
pacientes presentaron una media de edad de 50.2 afios (DE 9.57), con estatus funcional
de 0-1 de acuerdo a la escala funcional de ECOG, presentando en su mayoria un estado
nutricional de peso normal y sobrepeso con un (34.1% y 40.2%) respectivamente,
evaluado mediante el IMC.

Con respecto a la histologia tumoral de mayor prevalencia fue el carcinoma escamoso en
un (87.8%), seguido de adenocarcinoma (7.3%) y carcinoma adenoescamoso (4.9%), el
(91.5%) de mujeres presentd un tumor igual o mayor a 40mm, las pacientes al inicio del
estudio fueron diagnosticadas principalmente en etapas clinicas IIB y 1l1IB con un (68.3%
y 17.1%) respectivamente, caracteristicas basales (Cuadro 3).

Con la finalidad de demostrar homogeneidad en el grupo de pacientes del estudio, se
realizé el andlisis por subgrupos dependiendo del tratamiento recibido en cada cohorte,
el cual muestra que No existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los
siguientes caracteristicas; edad, histologia del tumor, estado nutricional de las pacientes
por el indicador IMC y tamafio del tumor, estableciendo un grupo homogéneo inicial de

pacientes de CaCu localmente avanzado con base en estas caracteristicas evaluadas.

Por lo que respecta al estado general de las pacientes en ambos subgrupos fue bueno,
de acuerdo a la escala de ECOG que los calificé como 0 y 1, presentando una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en los subgrupos, lo cual refiere que las pacientes
de la cohorte de cisplatino presentan en ECOG de 1; 23 (60.7%) casos con status donde
las pacientes presentan sintomas que les impiden realizar trabajos arduos. Respecto a
las pacientes que recibieron tratamiento de cisplatino mas gemcitabina, la mayoria de
estas presentaron un ECOG de 0; de las cuales 29 casos (65.9%) se encontraron
totalmente asintomaticas y capaces de realizar un trabajo y actividades normales de la
vida diaria (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Caracteristicas Basales n= 82

Muestra CDDP CDDP GZR
Caracteristica n =282 n =38 n=44 P
n (%) n (%) n (%)
Edad (afios)
Media (DE) 50 (9.57)* 52 (10.29) 48 (8.65) 0.07**
ECOG
0 44 (53.7) 15 (39.5) 29 (65.9) 0.045***
1 38 (46.3) 23 (60.5) 15 (34.1)
Histologia
Epidermoide 72 (87.8) 34 (89.5) 38 (86.4) 0.203***
Adenocarcinoma 6 (7.3) 1(2.6) 5(11.3)
Carcinoma adenoescamoso 4 (4.9) 3(7.9) 1(2.3)
Estado nutricional por IMC
Bajo peso 2(2.4) 0 (0) 2(4.5)
Peso normal 28 (34.1) 15 (39.5) 13 (29.5) 0.251%**
Sobrepeso 33 (40.2) 15 (39.5) 18 (40.9)
Obesidad 17 (20.7) 6 (15.8) 11 (25.0)
Obesidad mérbida 2 (2.4) 2 (5.2) 0 (0)
Tamafio tumoral (mm)
< 40 7 (8.5) 1(2.6) 6 (13.6) 0.116****
> 40 75 (91.5) 37 (97.4) 38 (86.4)
Etapa Clinica (FIGO)
IB2 2(2.4) 0 (0) 2(4.5)
A 8 (9.8) 1(2.6) 7 (15.9)
[1A2 1(1.2) 1(2.6) 0 (0) 0.001***
1B 56 (68.3) 22 (57.9) 34 (77.3)
A 1(1.2) 1(2.6) 0 (0)
Il 14 (17.1) 13 (34.2) 1(2.3)

*Prueba de Kolmogorov - Smirnov, **Prueba t-sudent, *** Prueba Chi-cuadrada,
**** Prueba exacta de Fisher, todas con significancia de p<0.05

13.2 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

El perfil de procedencia de las pacientes incluidas en este estudio fue que en su mayoria
fueron originarias del Estado de México, Morelos y de la Ciudad de México (Cuadro 4),
probablemente debido a que el INCan es una institucibn de concentracion y

geograficamente representa una de las opciones mas cercanas a estos estados.
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La mayoria de las pacientes solo poseian un nivel de estudios elemental, primaria en un
(57.3%) y en su mayoria eras mujeres casadas (51.2%) y con ocupacién de ama de casa
(63.4%).

Cuadro 4. Caracteristicas Demograficas n= 82
Caracteristica n (%)
Procedencia (Estado)
Cd de México 13 (15.9)
Guanajuato 2(2.4)
Guerrero 3(3.7)
Hidalgo 1(1.2)
Jalisco 2(2.4)
Estado de México 25 (30.5)
Michoacan 3(3.7)
Morelos 10 (12.2)
Oaxaca 4 (4.9)
Puebla 6 (7.3)
Tlaxcala 224
Veracruz 7 (8.5)
Chiapas 4 (4.9)
Escolaridad
Ninguna 21 (25.6)
Primaria 47 (57.3)
Secundaria 12 (14.6)
Preparatoria 2 (2.4)
Estado civil
Soltera 8 (9.8)
Casada 42 (51.2)
Separada 9 (11.0)
Divorciada 2(2.4)
Viuda 9 (11.0)
Union libre 12 (14.6)
Ocupacién
Ama de casa 52 (63.4)
Empleada 3(3.7)
Desempleada 23 (28.0)
Comerciante 2 (2.4)
Sin dato 2 (2.9)
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13.3 CARACTERISTICAS DEL TRATAMIENTO

El tratamiento principal fue quimioterapia (Cuadro 5) en dos regimenes: 1) Cisplatino
(46.3%) y 2)Cisplatino mas Gemzar (53.7%) donde la mayoria de las pacientes
completaron 6 ciclos de tratamiento (61%). En su mayoria las pacientes incluidas

recibieron braquiterapia (97.6%).

Cuadro 5. Caracteristicas del Tratamiento n=82
Parametro n (%)
Tipo de Quimioterapia
Cisplatino 38 (46.3)
Cisplatino + Gemcitabine 44 (53.7)
Ciclos de concomitancia
3 2 (2.4)
4 10 (12.2)
5 20 (24.4)
6 50 (61.0)
Braquiterapia
Si 80 (97.6)
No 2 (2.4)

13.4 RESPUESTA AL TRATAMIENTO

La mayor proporcion de pacientes tuvo respuesta completa al tratamiento (82.9%) de
acuerdo a los criterios de Recist. La mayoria de las pacientes (64.6%) no presentaron
recurrencia o progresion de la enfermedad (Cuadro 6).

Cuadro 6. Respuesta al Tratamiento n= 82
Tipo de respuesta n (%)
Respondedora 68 (82.9)
No respondedora 14 (17.1)
Respuesta Objetiva segln Recist n (%)
Respuesta completa 68 (82.9)
Respuesta parcial 4(4.9)
Enfermedad estable 1(1.2)
Progresion de la enfermedad 9 (11.0)
Recurrencia/Progresion n (%)
Si 29 (35.4)
No 53 (64.6)
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13.5 ESTANDARIZACION DE ANTICUERPOS PARA LA DETECCION DE
PROTEINAS
EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico se expresa en células epiteliales en
constante proliferacion. Uno de los tejidos mas empleados en la estandarizacion de este
anticuerpo es cérvix normal debido a la alta proliferacion de las células. Por esta razon se
utilizé tejido proveniente de cérvix normal para evaluar la eficacia del anticuerpo EGFR
(1005) (SC-03 Santa cruz biotechnology). Se evaluaron distintas diluciones entre ellas
1:100 y 1:50, siendo la dilucién 1:50 en cortes de 2 micras de espesor donde se obtuvo
una expresion mayoritariamente membranal (Figura 2). La evaluacién patoldgica

determind la eficacia del anticuerpo y las condiciones probadas para analizar los casos.

POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
NEGATIVO 1:100 1:50
10x
NEGATIVO POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
1:100 1:50
40x

Figura 2. Validacién de anti-EGFR en tejido cervical normal (IHQ). El anticuerpo anti-EGFR
(1005) fue validado en tejido cervical normal. Panel superior imagen tomada con objetivo 10X.
Panel inferior, imagen tomada con objetivo 40X. El control negativo carecié de anticuerpo
primario. La dilucién 1:50 mostr6 una sefal fuerte de EGFR mientras que con la dilucion 1:100 se
obtuvo una sefal débil. Se eligié al dilucién 1:50.
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VEGF

El factor del crecimiento vascular endoletial es una proteina cuya expresion determina la
formacion de vasos sanguineos. Los tejidos empleados en la validacién de la expresion
de VEGF son de angiosarcoma Yy algunos tejidos con alta tasa de vasculatura como
glioblastoma. Para determinar la utilidad del anticuerpo VEGF A20 rabbit Santa Cruz
Biotechnology se utilizd glioblastoma de rata como tejido de expresion positivo para
VEGF. Las diluciones probadas fueron 1:50 y 1:25 en cortes de 2 micras de espesor. Se
determind que la dilucién 1:25 era la concentracién optima para determinar el nivel de
expresion de VEGF en los casos (Figura 3). La localizacion fue mayoritariamente

citoplasmatica y nuclear, coincidiendo con lo esperado.

POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
NEGATIVO 1:50 125
10x
NEGATIVO POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
1:50 1:25
40x

Figura 3. Validaciéon de anti-VEGF en tejido glioblastoma de rata (IHQ). El anticuerpo anti-
VEGF (A20) fue validado en glioblastoma de rata. Panel superior imagen tomada con objetivo
10X. Panel inferior, imagen tomada con objetivo 40X. El control negativo carecié de anticuerpo
primario. La dilucién 1:25 mostré una sefial fuerte de VEGF mientras que con la dilucién 1:50 se
obtuvo una sefal débil. Se eligié al dilucién 1:25.
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E-CADERINA

La proteina E-caderina se expresa en las uniones adherentes de los epitelios y es un
marcador ampliamente utilizado para definir el fenotipo epitelial. Usualmente cualquier
epitelio se emplea en la validaciéon de los anticuerpos destinados a determinar la
expresion de esta proteina. Para el presente trabajo se utilizaron las diluciones 1:50,
1:100 y 1:200 en tejido de Pancreas y pezén. La evaluacion patolégica determind que la
dilucion 1:50 en Pancreas fue la mas optima para emplearse en la evaluacion de los

casos a nivel de expresion de membrana principalmente (Figura 4).

POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
NEGATIVO 1:100 1:50
10x
NEGATIVO POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
1:100 1:50
40x

Figura 4. Validacion de anti-E-caderina en tejido Pancreas normal (IHQ). El anticuerpo anti-
E-caderina (G10) fue validado en tejido de Pancreas. Panel superior imagen tomada con objetivo
10X. Panel inferior, imagen tomada con objetivo 40X. El control negativo carecié de anticuerpo
primario. La dilucion 1:50 mostré una sefial fuerte de E-caderina mientras que con la dilucion
1:100 se obtuvo una sefial débil. Se eligié al dilucién 1:50.
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VIMENTINA

Vimentina es una proteina expresada en células mesenquimales y cambios en su
expresion indican que un tumor estda en proceso de TEM. Vimentina es evaluada en
tejidos transformados ya que exhiben altos niveles de esta proteina. Como tejido de
estandarizacion se utilizaron cortes de cancer de cervix con diagndstico confirmatorio
previo. Se empled una dilucién 1:50 y después del analisis patoldgico se establecid como
la dilucidn adecuada para evaluar los casos (Figura 5).

POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
NEGATIVO 1:100 1:50
10x
NEGATIVO POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
1:100 1:50
40x

Figura 5. Validacion de anti-Vimentina en tejido de Cancer de cérvix con diagnéstico
confirmado (IHQ). El anticuerpo anti-Vimentina (V9) fue validado en tejido de cancer de cérvix.
Panel superior imagen tomada con objetivo 10X. Panel inferior, imagen tomada con objetivo 40X.
El control negativo carecié de anticuerpo primario. La dilucién 1:50 mostré una sefial fuerte de
Vimentina mientras que con la dilucion 1:100 se obtuvo una sefial débil. Se eligi6 al dilucién 1:50.

CD31

CD31 es una molécula de adhesion expresada principalmente en células endoteliales.
Por lo que niveles elevados de esta molécula estan asociados a un proceso de
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angiogeénesis y en tumores indica un incremento en los niveles de oxigeno para su
supervivencia (Liu et al., 2012). Con el fin de validar el anticuerpo para determinar el
grado de densidad microvascular en los casos de CaCU, se procedi6o a evaluar la
expresion de CD31 en muestras de placenta humana con el anticuerpo PECAM-1 (H3)
Santa Cruz Biotechnology. Se probaron las diluciones 1:50 y 1:100. Después del analisis
patolégico se determine la dilucién 1:50 como la 6ptima para procesar los casos para
evaluar el nimero de vasos intracelulares como lo demuestra la (Figura 6) (Liu and Guo-
Ping 2012).

POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
NEGATIVO 1:100 1:50
10x
NEGATIVO POSITIVO DEBIL POSITIVO FUERTE
1:100 1:50
40x

Figura 6. Validacién de anti-CD31 en tejido de Placenta humana (IHQ). El anticuerpo anti-
CD31 PECAM-1 (H3) fue validado en tejido de placenta humana. Panel superior imagen tomada
con objetivo 10X. Panel inferior, imagen tomada con objetivo 40X. El control negativo careci6é de
anticuerpo primario. La dilucion 1:50 mostré una sefial fuerte de CD-31 mientras que con la
dilucién 1:100 se obtuvo una sefal débil. Se eligié al dilucién 1:50.

La Patéloga determiné el nivel de expresion de las proteinas de interés, con lo que
empleé diversos tejidos, diluciones y condiciones para validar la utilidad de los
anticuerpos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Especificaciones de anticuerpos empleados en Inmunohistoquimica.

Dilucion Diluciones -
ANTICUERPO _ Tejido control CODIGO
estandarizada de prueba
E- caderina 1:50 1:50 - 1:100 Pancreas (G-10): sc-8426
EGFR 1:50 1:50 - 1:100 Cérvix normal (1005): sc-03
VEGF 1:25 1:25-1:50 Tumor de rata (A20): sc-152
PECAM-1 CD31 1:50 1:50 - 1:100 Placenta humana  (H3): sc-376764
Vimentina 1:50 1:50 - 1:100 Cancer de cérvix (V9): sc-6260

13.6 DETERMINACION DE PROTEINAS EN MUESTRAS DE PACIENTES

Una vez aprobados los controles, evalué mediante IHQ la expresion de los niveles de
EGFR, VEGF, E-caderina, Vimentina y CD31 en biopsias de tumor de cuello uterino de

las participantes del estudio con diagndéstico de CaCu localmente avanzado (Figura 7).

Figura 7. Expresion de niveles de proteinas y marcadores en muestras de Cacu. Panel
superior muestra los que se determinaron como casos Negativos y en la parte inferior, los casos
Positivos.
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De manera importante la expresion de EGFR fue negativa en la mayoria de los casos

(96.3%), encontrando Unicamente 3 casos positivos (3.7%).

Mientras que la expresion de VEGF mostré un patrén heterogéneo en las muestras
analizadas donde el 41.5% de los casos fue débil/negativo y el 58.5% de los mismos

mostrd una expresion alta (Cuadro 8).

Respecto a los marcadores de TEM, E-caderina y Vimentina, el primero de estos exhibid
una positividad débil en la mayoria de los casos (70.7%) indicando que los tumores

analizados carecian de la expresion de esta proteina.

Sin embargo al determinar los niveles de Vimentina, Unicamente 5 casos (6.1%)
demostraron positividad en las células tumorales, mientras que el (93.9%) de los casos
fue negativo en células tumorales pero positivo en el estroma (Cuadro 9). Esto indica que
los tumores analizados aun no adquieren el fenotipo de TEM probablemente debido a
gue se trata de casos en un estado local.

La tincion de CD31 para evaluar la DMV fue realizada en todos los casos y al ser
analizada por la Patéloga experta se determind que los casos presentaban una expresion
aberrante, causada por el anti-CD31 que presentd expresidn en vasos sanguineos, pero
a su vez también citoplasmatica, lo cual interferia en la lectura para cuantificar el numero
de vasos, siendo no clara, ni especifica la inmunotincibn en las muestras de las
pacientes, con lo cual no se puede demostrar un resultado concluyente en términos de
DMV.

Por lo que el marcador CD31 no fue considerado en la determinacién de la DMV, a pesar
de que los controles de tincion en tejido de placenta mostraron una expresion uniforme y

acorde a lo reportado en la literatura (Figura 6).
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Los resultados del analisis de la expresion de los marcadores empleados en este estudio

se encuentran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Expresion de Proteinas por IHQ n =82

Expresién de EGFR n (%)
Positivo (++/+++) 3(3.7)
Negativo (0/+) 79 (96.3)

Expresiéon de VEGF

Positivo (++/+++) 48 (58.5)
Negativo (0/+) 34 (41.5)

Expresién de E-Caderina

Positivo (++/+++) 24 (29.3)
Negativo (0/+) 58 (70.7)

Expresién de Vimentina

Positivo cél tumorales/Positivo Estroma 5(6.1)

Negativo cél tumorales/Positivo Estroma 77 (93.9)

13.7 ASOCIACION DE LA SG CON LOS NIVELES DE EXPRESION DE PROTEINAS
EN PACIENTES.

Una vez determinados los niveles de expresion de EGFR, VEGF, E-caderina, Vimentina
y CD31 se procedi6é a determinar la posible asociacién de estos marcadores con la SG.

Se realizé el analisis de sobrevida de acuerdo a los niveles para cada una de las
proteinas analizadas. Para realizar este analisis estadistico se dicotomizaron los niveles

de expresion en positivo (++/+++) y negativo (0/+).

Debido a que las pacientes positivas a EGFR fueron solo 3 y en Vimentina 5 casos
alterados, no se realizo el andlisis de acuerdo a la expresion de esta proteina.

Primeramente se determiné la SG de las pacientes incluidas en este estudio, obteniendo
una media de seguimiento de 157.5 meses (IC 95%: 137.27 — 177.77) (Figura 8).
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Figura 8. SUPERVIVENCIA GLOBAL

SG media (meses) IC 95% N° eventos N° censuras
n=82 157.5 (137.27 = 177.77) 24 (29.3%) 58 (70.7%)

Los resultados de la supervivencia de acuerdo a la expresion de VEGF se encontré que
la positividad a VEGF muestra una media de SG de 140.79 meses (IC 95% 112.09 —
169.48), mientras que los casos con expresion negativa mostraron una media de SG de
166.31 meses (IC 95% 142.29 - 189.97), (p = 0.072) sin diferencia estadisticamente
significativa entre expresar VEGF positivo 0 negativo con respecto a la SG, sin embargo
el estimador p esta acercandose a la significancia estadistica y probablemente estemos
encontrando diferencia con una significancia clinica concordando con lo reportado en la

literatura (Figura 9).
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Figura 9. SUPERVIVENCIA GLOBAL VEGF

SG media IC 95% N° eventos N° censuras
(meses)
VEGF/tumor (-/+) IHQ n=34 166.13 (142.29-189.97) 7 (20.6%) 27 (79.4%)
VEGF/tumor (++/++++) IHQ n =48 140.79 (112.09 —169.48) 17 (35.4%) 31 (64.6%)

HR = 2.206 (IC 95% 0.912- 5.337), Log Rank p = 0.072

Los resultados de supervivencia respecto a la expresion de E-caderina se muestran
como E-caderina negativos aquellos en los que existe disminucion de la proteina en el
tejido, con una media de SG 167.9 meses (IC 95% 144.26-190.51) y en el tejido que
mantiene la presencia de E-caderina se reportaron como E-caderina positiva con una
media de SG 127.2 meses (IC 95% 90.99-163.49) (p = 0.119), sin mostrar una diferencia
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estadisticamente significativa, entre presentar expresion de E-caderina positva Vs

expresion de E-caderina negativa en términos SG (Figura 10).

Figura 10. SUPERVIVENCIA GLOBAL E-Caderina

SG media
IC 95% N° eventos N° censuras
(meses)
E-Caderina/tumor (+) IHQ n =24 127.24 (90.99 — 163.49) 10 (41.7%) 14 (58.3%)

HR = 1.374 (IC 95% 0.916 — 2.063), Log Rank p =0.119

Los resultados de supervivencia respecto a la expresion de Vimentina no fue posible
estimarlos debido a la presencia de Vimentina positiva en células tumorales con estroma

positivo en solo 5 casos, de los cuales eran casos censurados y la poblaciéon restante se
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reporté como Vimentina Negativa en los que no expreso la proteina en células tumorales

con expresion positiva en estroma.

SG media
IC 95% N° eventos
(meses)
Vimentina/tumor (-) IHQ  n =77 no calculd no calculé 24 (31.2%)
Vimentina/tumor (+) IHQ  n=5 no calculé no calculé 0 (0.0%)

N° censuras

53 (68.8%)
5 (100.0%)

En los resultados de la supervivencia de acuerdo a la expresion de EGFR se encontrd

gue la positividad a EGFR en solamente 3 casos con 1 evento mostrando una media de
SG de 81.5 meses (IC 95% 18.55 — 144.59) con un IC95% muy amplio y los 79 casos
restantes que presentaron expresion de EGFR negativo en células tumorales existe una
media de SG de 158.43 meses (IC 95%137.98 — 178.89), con una p= 0.615, sin
diferencia estadisticamente significativa evidentemente. Resultados que no concuerdan

la mayoria de los reportados en la literatura.

SG media
IC 95% N° eventos
(meses)
EGFR/tumor (-) IHQ n=79 158.43 (137.98-178.89) 23 (29.1%)
EGFR/tumor (+) IHQ n=3 81.57 (18.55 - 144.59) 1 (33.3%)

N° censuras

56 (70.9%)
2 (66.7%)
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14. DISCUSION

A pesar de las estrategias de tamizaje para la prevencion y la deteccion oportuna
implementadas en nuestro pais, el CaCu continda siendo un serio problema de salud
publica con importantes implicaciones econdémicas y sociales. Sin embargo, hasta el
momento los esfuerzos no han sido suficientes para disminuir la prevalencia de esta
neoplasia en mujeres mexicanas. Es por ello que se contindan fortaleciendo las

estrategias dirigidas a controlar los estragos de esta enfermedad.

El prondstico de las pacientes con CaCU depende en gran medida del estadio clinico al
momento del diagndstico, mismo que dictara el tratamiento a seguir. Importantemente, la
mayoria de los casos diagnosticados en México se encuentran en etapas localmente

avanzadas, de los cuales el 17% presentaran falla al tratamiento.

Los factores pronésticos y blancos terapéuticos son de gran interés para poder
determinar nuevos marcadores que ayuden a clasificar a las pacientes de manera mas
adecuada y poder brindar tratamientos con alta probabilidad de éxito, sobre todo para las
pacientes con CaCu de mal prondstico. Recientemente, se ha encontrado que la
expresion aberrante de multiples proteinas celulares se ha asociado a tumores malignos
y predicen el mal pronéstico de la enfermedad, mismas que pueden implementarse como
biomarcadores. La deteccion de biomarcadores ayudard a implementar nuevas
estrategias terapéuticas con tratamientos dirigidos a blancos moleculares en CaCU con
la finalidad de mejorar los resultados en CaCu localmente avanzado.

Diversos biomarcadores pueden bien actuar como factores prondstico, que junto con las
evaluaciones clinico-histopatoldgicas, podrian usarse para indicar terapias blanco en
conjunto con la quimio-radioterapia estandar. Sin embargo, los estudios encaminados a
proponer biomarcadores en CaCU asi como su valor prondstico, permanece irresuelto
debido a la heterogeneidad de las muestras incluidas en los andlisis, donde se incluyen
pacientes con tumores en cualquier estadio clinico, lo que podria estar sesgando los
resultados. Es por ello que el objetivo de este trabajo se centré en determinar el valor
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pronéstico de biomarcadores celulares en pacientes con CaCU en etapa localmente
avanzada para disminuir la heterogeneidad de la muestra y proponer biomarcadores mas
adecuados a este estadio clinico.

Los resultados de nuestra poblacion de estudio indican que las caracteristicas
demograficas e histopatolégicas son similares a los mostrados en otros estudios,
clasificando a la poblacion de estudio en mujeres de edad promedio de 50 afios con
cancer cervicouterino localmente avanzado, con una distribucion mayoritaria en estadio
clinico FIGO 1IB y IlIB con una proporcion de 68% y 17% respectivamente, con histologia
tumoral de cacinoma escamoso (87.8%), el cual se ha reportado de un 80-90% en este
tipo de pacientes (L6pez y Lizano, 2006:Galgano et al., 2011). Un tamafio tumoral mayor
de 40mm fue encontrado en un 91% de nuestra poblacion. Como bien se menciong, el
80% de las pacientes que presentan CaCu se diagnostican en etapa localmente
avanzada, mismas que se encuentran en condiciones socioecondmicas y culturales
desfavorables debido a que la mayoria de ellas reportaron un nivel de escolaridad bajo
(primaria en un 57.3%) y ocupacion de ama de casa (63.4%), que no es remunerada en
la mayoria de los casos (Lewis 2004).

Las proteinas evaluadas como posibles biomarcadores de SG en este estudio incluyeron
al EGFR, VEGF, E-caderina, Vimentina y CD31, los cuales han sido ampliamente
estudiadas en el desarrollo del cancer ( (Ueda, et al. 2017), (Nagy, et al. 2011), Zhang, et al.,
2017, Baohua , Hiyan, Fenten , Die , Weigou, & Xing, 2016) y han sido postuladas como
marcadores de progresion y de SG de manera independiente (Pérez-Regadera, Sanchez-
Mufoz, De-la-Cruz, & Ballestin, 2009, (Bodner, et al. 2011).

Se encontré que el 96% de las pacientes analizadas, presentd una expresion negativa
para la proteina EGFR, hecho contrario a lo reportando en la literatura en que se
analizaron casos de Céancer de cérvix donde se estipula que mas del 80% de los casos
poseen alta expresion de esta proteina (Noordhuis y colaboradores (2009). Esto puede
deberse a que los estudios no han hecho una clasificacion de acuerdo a los estadios
clinicos y que las etapas localmente avanzadas poseen baja expresion que no pudo ser
detectada en nuestras condiciones. Asi mismo, estudios recientes concluyen con la

positividad de EGFR esta asociada con el desarrollo de metastasis a ganglios linfaticos y

57



el estadio clinico, lo que resulta del rol conocido del EGFR en proliferacén, invasividad y
migracion. Sin embargo, nuestro analisis no encontrd correlacion entre la positividad de
EGFR y el prondstico de los pacientes como ya se ha reportado (Ueda, et al. 2017). Otro
estudio, realizado en 39 casos con adenocarcinoma cervicouterino, indicé que la
presencia de EGFR tiene un uso limitado para evaluar el prondéstico de las pacientes y
como guia para su manejo clinico. No existid correlacion estadisticamente significativa
entre la expresion de EGFR y los parametros clinico-patolégicos, asi como no influy6 en
la SLE ni en la SG (p>0,05) (Bodner, et al. 2011). Aunque algunos estudios identifican que
la sobre-expresiéon de EGFR en carcinomas escamosos se asocia a mala supervivencia,
otros trabajos No confirman estos hallazgos. Por tal motivo, es de interés de continuar
investigando la expresion del EGFR en las diferentes etapas clinicas del cancer de cérvix

y definir su relacién pronostica en éstas pacientes.

Cuando se analiz6 la expresién de VEGF en nuestra cohorte de pacientes, se encontrd
gue cerca del 50% de las mismas tenia una expresion positiva y dicha expresion parece
estar asociada a la SG. Si bien no hubo diferencia estadisticamente significativa al
analizar la SG, se observa que las curvas de sobrevida parecen separarse cuando las
pacientes se categorizan como positivas y negativas a la expresion de VEGF. Resultados
gue concuerdan con investigaciones previas donde concluyen que la sobreexpresion de
VEGF esta asociada con una baja supervivencia en pacientes con CaCu (Zhang, et al.
2017). Hallazgos que sugieren que la terapia basada en la inhibicibn de VEGF podria
tener un papel importante en el tratamiento de CaCu, donde la expresion de VEGF
podria examinarse rutinariamente para predecir el prondstico en pacientes con CaCu.
Este hecho ha sido confirmado por la aprobacion del uso de bevacizumab en CaCu, el
cual suprime la actividad biologica de VEGF, por parte de la FDA en 2014.

Nuestros resultados podrian indicar que los tumores con alta expresion de VEGF podrian
encontrarse en un proceso de angiogénesis, mismo que proporcionaria ventajas respecto
al tratamiento. Sin embargo, es necesario determinar este proceso mediante la deteccion
de la DMV.

Para analizar la DMV se detectdé la presencia de CD31. De manera importante la

expresion de CD31 no funciond para determinar la DMV en los casos analizados. La
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tincion de CD31 fue realizada en todos los casos y al ser analizada por la patéloga
experta se determiné que estos presentaban una expresion aberrante de la molécula por
lo que el marcador CD31 no fue considerado en la determinacion de la densidad
microvascular, a pesar de que los controles de tincion (placenta) mostraron una
expresion uniforme y acorde a lo reportado en la literatura (Figura 6). Recientemente,
Randall y colaboradores (2009) describieron la relevancia pronostica de la densidad
microvascular detectada por inmunohistoquimica en una muestra de especimenes
recolectados en un ensayo clinico fase Ill que incluyé mujeres con céancer de ceérvix
tratadas con quimioradiacion. Este estudio demostr6 que una alta expresion de CD31
representa un factor prondstico independiente que se asocia con una mayor
supervivencia libre de progresion (SLP) y global (SG) (Randall, et al. 2009). En
contraposicion, Obermair (1998) reportd que el aumento en la DMV se asocié con un
desenlace negativo al documentar una reduccién en la tasa de supervivencia global a 5
afos entre las mujeres que tuvieron un recuento mayor a 20 vasos por campo
detectados en un aumento de 40X (Obermair, et al. 1998). La inconsistencia de los
resultados en estos y otros estudios puede ser explicada por la heterogeneidad de la
poblacién evaluada, por el método de deteccién utilizado, por la estrategia para
cuantificar la DMV vy por las diversas intervenciones usadas (Rutgers, Mattox and Vargas
1995) (Kainz, et al. 1995). Dadas las discrepancias en el uso de CD31 como marcador de
DMV, se ha propuesto el empleo de otros marcadores capaces de distinguir vasos
sanguineos normales de los que son formados de “novo” por el tumor; por ejemplo,
CD34 o endoglina.

El uso de biomarcadores en cancer ha ganado terreno en los ultimos afios debido a las
altas tasas de prevalencia y mortalidad asociadas a esta enfermedad. Es imperante la
realizacion de estudios que permitan establecer la presencia, no solo de un marcador,
sino un panel compuesto con mayor poder predictivo que sea capaz de anticipar el
comportamiento de pacientes con cancer, especialmente en grupos vulnerables. Esto
permitird definir estrategias terapéuticas personalizadas encaminadas a disminuir los

indices de morbi-mortalidad del CaCu.
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CONCLUSIONES

Las pacientes con CaCU en etapas localmente avanzadas muestran un perfil de
expresion diferencial de EGFR, E-caderina y Vimentina con respecto a lo reportado a la
literatura. Dada la complejidad y diversidad de los mecanismos patogénicos del cancer
de cérvix, encontramos puntos débiles en la correlacion entre la etapa clinica y el
prondstico, lo cual hace necesario el estudio de biomarcadores prondsticos creando un
perfil molecular que permita definir y conocer de forma mas precisa cada estadio clinico,
y de esta manera poder establecer un panel de marcadores que acierten de manera
efectiva en el prondstico de pacientes en etapas localmente avanzadas, ésta propuesta
se acerca al enfoque actual que se esta manejando en el tratamiento integral y

personalizado del cancer de cérvix.

La expresion de VEGF mostr6 una tendencia y significancia clinica, sin embargo no
estadistica en términos de la SG con una p = 0.07, al demostrar que una sobre-expresion
de VEGF en pacientes con cancer de cérvix en etapa localmente avanzada tiene un mal
prondstico y en la actualidad la presencia de este marcador ayuda al tratamiento en este
tipo de pacientes con una terapia dirigida al sitio blanco.

Por lo cual, es fundamental continuar investigando los factores que facilitan la progresion
en cancer de cérvix, para precisar mejor su papel en cada estadio clinico lo que dara

apertura a potenciales vias para el tratamiento mas dirigido o ajustado en cada paciente.
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