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TITULO

“Significado pronoéstico de la presencia de virus de papiloma humano en ganglios
linfaticos en pacientes con cancer cervicouterino tratados inicialmente con cirugia

radical: estudio de casos y controles”

1. ANTECEDENTES

El céncer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de morbilidad y mortalidad por
cancer en mujeres a nivel mundial, con una incidencia de 500,000 nuevos casos a nivel
mundial, se estima que es responsable de por lo menos 270,000 muertes al afio, de las
cuales el 80% ocurre en paises en desarrollo (Parkin 2005). La infeccion persistente de
alguno de los hasta ahora 15 genotipos oncogénicos conocidos del virus del papiloma
humano (VPH) son necesarios mas no suficientes para la transformaciéon maligna de las
células epiteliales, entre los factores asociados a esta transformacion maligna se
encuentran: tipo viral, persistencia viral, carga viral, tabaquismo, inmunosupresion, co-
infecciones, alta paridad y deficiencias nutricionales. (Castellsague 2002). Al analizar los
distintos genotipos oncogénicos de VPH Los tipo 16 y 18 son los dos mas comunmente
asociados tanto a cancer como a sus lesiones precursoras con un riesgo relativo de 100-500.
(Castellsague 2008). causando aproximadamente 70% de los caso de cancer invasor y 56%
de las lesiones preinvasoras. Histologicamente el 80% de los casos de CaCU son de tipo
epidermoide y el 15% adenocarcinoma, que tradicionalmente se ha considerado de peor
prondstico, sin que esto tenga relevancia en su tratamiento el resto 5% se divide en

diferentes tipos histoldgicos(Look 1996).



El proceso de transformacion neoplasica toma varios afios. Por ejemplo, el cambio de un
epitelio normal a cancer in situ puede llevarse a cabo en cinco afios y el cambio a cancer

invasor hasta en diez (Herrera-Gomez, 2006).

En los ltimos 30 afios, las tasas de incidencia y mortalidad del CaCU han disminuido mas
del 75% en los paises desarrollados, gracias a la efectividad de sus programas de
prevencion basados en tamizaje citologicos y colposcopicos, aunados al tratamiento de sus

lesiones precursoras (Valdespino-Gémez VM, 2004).

Para el caso del cancer invasor, la Federacion Internacional de Gineco-Obstetricia (FIGO)
establecio en 1998 una estadificacion de acuerdo a los datos clinicos encontrados durante la
exploracion fisica de la paciente. En el 2009 la FIGO publico la ultima actualizacion, donde
solo se modifica el EC IIA, pero sigue siendo clinica. (Pecorelli 2009). Las herramientas
para la estadificacion son la inspeccion, palpacion, colposcopia, curetaje endocervical,
cistoscopia, rectosigmoidoscopia, urografia excretora y radiografia de torax, pero cada uno

de los estudios se solicita en forma selectiva (Benedet 2000).

La distribucion de la enfermedad por etapas clinicas (EC) se ha observado de la siguiente

forma: EC I: 28%, EC I1: 34%, EC III: 33% y EC IV: 5%. (Franco EL, 2001).

El tratamiento de cada paciente dependera del estadio clinico en el que se encuentre en el
momento del diagnoéstico asi, las pacientes en etapa Ial sin invasion vascular ni linfatica
pueden tratarse mediante conizacion terapéutica y vigilancia estrecha o una histerectomia

total extrafascial, dependiendo del deseo de fecundidad de la paciente. (Landoni 2001)

El cancer microinvasor IA1 es adecuadamente tratado con Histerectomia extrafacial,

mientras que para las etapa [a2 y Ibl el tratamiento de eleccion es una histerectomia radical



y linfadenectomia pélvica. Si existiera alguna contraindicacion quirargica-médica puede
atenderse con radioterapia y en casos de invasidon menor a 3mm es suficiente con

braquiterapia intracavitaria (Landoni 1997)

El tratamiento primario para la etapa Ib2 es la quimiorradioterapia concomitante, lo mismo
ocurre para el resto de las etapas clinicas que son consideradas como localmente avanzadas
( IIa,IIb,IIIa,IlIb y IVa ), mientras que en el caso de la etapa [Vb, en donde menos del 20%
sobrevive a dos afios, se ofrece tratamiento paliativo con quimioterapia (Green 2001, Keyn

1999).

En estadios tempranos sometidos a tratamiento quirdrgico existen diferentes factores que
influyen en la supervivencia y recurrencia de pacientes posterior a la histerectomia radical
como son: edad, estado ganglionar, tamafio tumoral (TT), involucro paracervical,
profundidad de invasion, invasion al espacio linfovascular y tipo histoldgico. La metéstasis
a ganglios pélvicos es el factor pronostico que mdas contribuye a la mortalidad. La
supervivencia a cinco afios en pacientes con ganglios negativos es del 86% mientras para
pacientes con ganglios positivos es solo del 54.2%. En este ultimo grupo, si se tratan
adecuadamente de forma quirtrgica, y a pesar de no tener factores de mal prondstico el
riesgo de recurrencia es de aproximadamente 15%, de igual importancia es el hecho de que
aquellas pacientes que presentan recurrencia tienen una supervivencia a 5 afios
practicamente nula si habian presentado involucro ganglionar al momento del tratamiento
primario y de 18% sin los ganglios habian sido negativos (Lillo F, 2008).

La deteccion de VPH en ganglios linfaticos se ha investigado en los tltimos afios como un
marcador indirecto de diseminacion tumoral aunque la bibliografia publicada parece

confusa. Existen estudios que no han demostrado dicha aseveracion, pero hay



heterogeneidad en la seleccion de las pacientes, las técnicas empleadas para la deteccion de
VPH, el seguimiento de las pacientes y la estrategia general seguida para la realizacién de
los estudios. Sun y col. en 2008, intentaron correlacionar la presencia de VPH en ganglios
linfaticos negativos y aquellos con  metastasis confirmadas histopatologicamente
analizando de forma retrospectiva 31 pacientes (18 sin metastasis ganglionares y 13 con
metastasis), encontrando positividad para VPH en ganglios linfaticos en el 58.1% de los
casos, pero variando considerablemente entre pacientes con metdstasis histologicas de
aquellas que no las presentan (84.6% vs 27.8%) concluyendo que la presencia de HPV en
ganglios positivos se correlaciona adecuadamente con la deteccion de metéstasis

histologicas. (Sun, 2008)

Kobayashi y cols. En 1998, estudiaron un total de 30 pacientes tratadas con histerectomia
radical mas linfadenectomia pélvica, positivas para HPV 16 y 18 en tumor primario, ocho
de ellas se tomaron como controles positivos con estadio clinico IIb con ganglios linfaticos
positivos para VPH y metéstasis histologica. Doce pacientes se estudiaron como controles
negativos, con estadio IIb y ganglios histologicamente negativos de las cuales solo una
presenté VPH (+) en ganglios. Las 10 pacientes restantes fueron pacientes con recurrencia
inesperada (primeros cuatro anos) y encontraron que todas ellas, excepto una, tenian VPH
en ganglios linfaticos histologicamente negativos en comparacion con las 12 pacientes que
no recurrieron en donde solo una presento VPH en ganglios linfaticos histolégicamente
negativos. Concluyendo asi, que la presencia de VPH ganglionar podria implicar involucro
ganglionar temprano o la coexistencia de diseminaciéon no detectable histolégicamente. Por
lo que se podria utilizar como marcador para predecir recurrencias tempranas (Kobayashi

Y, 1998).



Hernadi y cols. En 2003, estudiaron 39 pacientes con CaCU y VPH positivo para el tipo 16,
en conjunto con los ganglios linfaticos pélvicos de las pacientes. Ellos encontraron que los
ganglios linfaticos metastasicos eran mas frecuentemente positivos para VPH que aquellos
no metastasicos (100% vs 35.7%, respectivamente, p = 0.001). Los casos con ganglios
positivos para VPH-16, presentaron mayor nimero de recurrencias que aquellos que eran
VPH negativos (42.9% vs 11.1%, respectivamente, p = 0.009). Concluyeron asi que, sin
importar la presencia de metastasis ganglionares, el encontrar VPH en ganglios linfaticos es

un factor de prediccion de recurrencia significativo (Hernadi Z, 2003).

En el 2004, Lukaszuk y col estudiaron un grupo de 79 pacientes con CaCU EC IA — IIB y
analizaron 365 ganglios linfaticos para describir la incidencia y el patroén de distribucion del
VPH en ganglios linfaticos negativos y en metéstasis confirmadas histopatologicamente. En
60 pacientes se encontr6 VPH en el tumor primario de estas 60, 19 pacientes presentaron
metastasis ganglionar confirmada histologicamente, mientras 31 tenian ganglios con
presencia de HPV. Esto podria explicarse por 1. Presencia de micrometastasis no
observadas, 2. Inmunodigestion de las micrometastasis 3. Presencia de particular virales
libres. Concluyendo que el hallazgo de VPH parece ser un método mucho mas sensible que

la histopatologia para detectar involucro ganglionar, (Lukaszuk K, 2004).

En 2007, El mismo autor Lukaszuk y cols. Publicaron un estudio prospectivo donde se
analizaron 116 pacientes sometidas a histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica por
CaCU invasor con positividad para VPH en el tumor primario, encontrando positividad
para VPH en el 69.83% de los ganglios estudiados en transoperatorio. En el andlisis
estadistico se realizaron tres grupos HPV-/metastasis -, HPV+/ metéstasis - y HPV+/

metastasis +. Al comparar el grupo HPV+/metéstasis + con el HPV-/metéstasis- se observo



diferencia significativa en supervivencia (60.5%) muertes en el grupo HPV+/metéstasis +
(29.1 meses de seguimiento) vs (25.7%) en el grupo HPV-/metastasis- (40.7 meses de
seguimiento) (P=0.001), de igual forma se observo que la supervivencia fue muy similar en
el grupo HPV+/mets- al compararla con HPV+/mets+ (P=0.37) Concluyendo que la
presencia de VPH en los ganglios linfaticos es un signo temprano de metastasis y las

pacientes deben ser tratadas como tal (Lukaszuk K, 2007).

En 2008, Lillo y cols., analizaron 13 casos de cancer invasor, tipificando y cuantificando la
carga viral por PCR en tiempo real. Ellos encontraron infeccion por un solo tipo viral en el
69.3% de los casos, siendo el mas prevalente el VPH tipo 16 (61.5%). Asi mismo,
encontraron que la carga viral fue mayor en ganglios linfaticos positivos histologicamente
(p = 0.005), concluyendo que el tipo y la carga viral en ganglios linfaticos puede
representar una herramienta para identificar tempranamente el riesgo de diseminacion
tumoral, debiendo tener en cuenta que el nimero de muestra realmente es reducido como

para poder llegar a una conclusion de esta naturaleza (Lillo F, 2008).

En la literatura, los resultados son contradictorios en cuanto al papel que juega la presencia
del VPH como factor prondstico de recurrencia cuando se encuentra presente en los
ganglios linfaticos pélvicos de pacientes con CaCU invasor en los diferentes estadios
clinicos. Como ejemplo se puede citar el estudio realizado por Baay y col, reportan 50
pacientes con CaCU invasor (36 1B, 9 IIA y 5 IIB) todas positivas para VPH16 en el tumor
primario a las cuales les estudiaron un solo ganglio obturador izquierdo histologicamente
negativo por paciente (50 en total), sin embargo 15 presentaban metéstasis en algin otro

ganglio, Encontraron VPH positivo en 19 de los 50 ganglios histologicamente negativos



(38%) y en 7 de los 15 histologicamente positivos (49.9%) P=0.61. Ademas, reportaron que
solo una de 12 pacientes negativas para metdstasis pero positivas para VPH presento
recurrencia. Todas las demds pacientes no tenian evidencia de enfermedad en un periodo
promedio de seguimiento de 47.5 meses, concluyendo que la presencia de VPH en ganglios
histoldégicamente negativos no tiene valor pronostico en este grupo de pacientes. (Baay MF
1997). De igual forma Chan y cols. En 2005, estudiaron, de forma retrospectiva, un total de
15 pacientes con etapas tempranas de CaCU tratadas con histerectomia radical mas
linfadenectomia pélvica. Ellos encontraron que, de cuatro pacientes con recurrencia, tres
presentaban metéstasis ganglionar detectada por histologia; el resto de pacientes con
ganglios histolégicamente negativos fueron también negativos para VPH. De siete
pacientes con ganglios linfaticos positivos para VPH, pero sin evidencia histologica de
metastasis ganglionar, ninguna desarrolld recurrencia. Por lo anterior, los autores
concluyeron que no existe evidencia de que la presencia de DNA en ganglios negativos
para metastasis represente un peor pronodstico (Chan PKS, 2005). Otro estudio donde no se
encontr6 asociacion fue el de Fiile y cols. En 2006 donde estudiaron un total de 150
pacientes y 900 ganglios linfaticos (6 por paciente). 56 pacientes en con CaCU temprano
(IA-IB) y 94 estadios avanzados (ITA-IIIB). Sesenta y nueve pacientes presentaron
metastasis histologicas (al menos 1 ganglio) Encontrando que los ganglios metastasicos de
las pacientes fueron positivos para VPH en 65% de los casos, comparado contra 46% en
ganglios no metastasicos de pacientes con al menos un ganglio positivo para metastasis;
ademas, reportaron que en aquellas pacientes sin metastasis ganglionar solo el 36% fueron
positivos para VPH. Encontrando una diferencia estadisticamente significativa en
supervivencia global al comparar pacientes con ganglios metastdsicos contra no

metastasicos (p = 0.002), pero no asi al comparar pacientes la presencia de VPH en
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ganglios contra aquellas que no lo presentaron. Concluyendo que la presencia de VPH en el
tumor primario o en ganglios linfaticos, no parece ser relevante en la supervivencia de

pacientes con CaCU (Fiile T, 2006).

A continuacién se anexa una tabla en donde se muestra un resumen de las publicaciones

sobre el significado pronostico del VPH en ganglios linfaticos no metastasicos (Tabla 1).

Tabla 1. Publicaciones sobre la asociacion entre el pronostico y la presencia de VPH en ganglios
linfaticos no metastasicos (Modificado de Fiile T, 2006).

Autor y afio Numero de casos Significado prondstico

15 No

171 No
31 Si

223 Si

4 Si

31 No

236 Si
32 Si
35 No
67 No
26 Si
79 Si
24 No
11 No
47 No
34 Inconsistente/No




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(La deteccion de VPH en ganglios linfaticos histologicamente negativos en pacientes con
CaCU invasor tendra un significado prondstico para recurrencia temprana de la enfermedad

posterior al tratamiento quirargico radical?

3. JUSTIFICACION

El tratamiento para el cancer cervicouterino en las etapas tempranas con cirugia se realiza
con intento curativo, sin embargo, existe un porcentaje considerable de mujeres (10% -
15%) que presentan recurrencia de la enfermedad en un periodo de tiempo corto a pesar de
contar con ganglios linfaticos negativos para metastasis en la revision histopatoldgica de los

mismos.

La asociacion entre ganglios linfaticos positivos para VPH y el prondstico en CaCU invasor
se ha vuelto un tanto mas evidente, pero no ha sido confirmado en estudios con mayor

numero de muestras y usando los nuevos métodos de genotipificacion para VPH.

Por lo tanto, consideramos muy importante contribuir con informaciéon que ayude a
dilucidar el verdadero papel prondstico de la presencia de VPH en ganglios linfaticos
negativos para metastasis en mujeres con estadios tempranos de cancer cervicouterino, que
permitan dar la pauta para brindar tratamientos adyuvantes mas agresivos aun en ausencia

de factores pronosticos adversos.



4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Se encontrard una frecuencia de al menos 30% mayor de positividad para VPH en los
ganglios linfaticos resecados histolégicamente negativos de las pacientes con recurrencia en

comparacion con el grupo control.

Hipoétesis Nula = No habra diferencia en la frecuencia de positividad para VPH en los
ganglios linfaticos histolégicamente negativos entre el grupo de pacientes con recurrencia y

el grupo control.

Hipoétesis Alterna = Se encontrard diferencia en la frecuencia de positividad para VPH en
los ganglios linfaticos histolégicamente negativos entre el grupo de pacientes con

recurrencia y el grupo control.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar cudl es el papel pronostico de la presencia de VPH en ganglios linfaticos
histologicamente negativos para metéstasis en mujeres con CaCU temprano tratadas de

forma quirurgica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Detectar la presencia y genotipificacion de VPH en tumores primarios de pacientes que
fueron sometidas a histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica por Cancer

cervicouterino invasor.

2.- Detectar la presencia y genotipificacion de VPH en ganglios linfaticos histologicamente
negativos para metastasis de pacientes que fueron sometidas a histerectomia radical mas

linfadenectomia pélvica por Cancer cervicouterino invasor.

3.- Determinar los tipos mas frecuentemente encontrados en las muestras de tumores
primarios y sus respectivos ganglios y correlacionar el tipo entre ambos especimenes asi

como su relacion con los factores prondsticos descritos.

4.- Determinar el grado de asociacion entre la presencia de VPH en ganglios linfaticos

histoldgicamente negativos y la recurrencia de la enfermedad.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de realizacion

El presente estudio se llevo a cabo en el Instituto Nacional de Cancerologia. Participaron
tanto el Departamento de Ginecologia Oncologica y el Departamento de Patologia asi como

el Laboratorio de Virus y Céancer de la misma institucion.

6.2 Diseiio (tipo de estudio).

Se trato de un estudio de casos y controles.

6.3 Poblacion en estudio.

Se seleccionaron las muestras de tejido embebido en parafina de pacientes que fueron
sometidas, como tratamiento primario, a histerectomia radical mas linfadenectomia por
diagnostico de cancer cervicouterino invasor, de las cuales se contaba con muestras

histopatologicas para el analisis.

6.4 Criterios de Seleccion:

6.4.1 Criterios de inclusion

1. Pacientes con diagnéstico de CaCU invasor tratadas de forma primaria con

histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica bilateral.

2. Pacientes con reporte histopatoldgico negativo para metastasis ganglionares.

3. Pacientes con seguimiento de al menos seis meses posterior al tratamiento

quirurgico radical.
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6.4.2 Criterios de exclusion

1. Pacientes con VIH/SIDA

2. Pacientes con expediente incompleto en cuanto a los datos clinicos.

6.4.3 Criterios de eliminacion

1. Pacientes con muestra insuficiente de DNA para la genotipificacion viral.

2. Pacientes en las que no se conté con los bloques de parafina de las muestras

quirtrgicas.

7. Definicion de casos y controles.

Caso:

Se definié como caso aquella paciente con diagnostico confirmado de cancer cervicouterino
invasor que fue tratada con histerectomia radical y linfadenectomia pélvica que presentd

recurrencia posterior al tratamiento.

Control:

Se defini6 como control aquella paciente con diagnéstico confirmado de céancer
cervicouterino invasor que fue tratada con histerectomia radical y linfadenectomia pélvica

bilateral que no presento6 recurrencia posterior al tratamiento.
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8. Descripcion general del estudio.

8.1 Procedimiento para el estudio clinico.

Se revisaron los expedientes de pacientes sometidas a histerectomia radical mas
linfadenectomia pélvica por diagnostico de CaCU invasor en el periodo de 1995 a 2008. De
todos los expedientes se recabaron los datos mostrados en el Anexo 1. Todas las pacientes
incluidas no presentaron metastasis ganglionares y se incluyeron como casos aquellas
pacientes con recurrencia posterior al tratamiento y se seleccionaron como controles

pacientes sin recurrencia de la enfermedad en una relacion uno a uno.

8.2 Procedimientos para el analisis molecular.

Los cortes del tejido en parafina de los ganglios que fueron estudiados asi como de los
tumores primarios fueron proporcionados por el servicio de patologia del Instituto Nacional
de Cancerologia. Se trabajo con cortes de 10um los cuales se colocaron en tubos eppendorf
de 1.5ml. Las extracciones de DNA se realizaron con el kit comercial FFPP de Qiagen de
acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Brevemente, a cada muestra se le agregd
1.5ml de xileno y se agitd en vortex por 15 segundos para eliminar la parafina del tejido. Se
utiliz6 etanol para eliminar los restos de xileno de cada muestra y se incubaron a 56° C con
buffer de lisis y proteinasa K hasta que el tejido se lisé por completo. Posteriormente, se
transfirio el contenido de los tubos a cada columna del kit, se centrifugd por un minuto y se
realizaron dos lavados con los buffers correspondientes. Finalmente, el DNA atrapado en la
columna por afinidad, se eluy6 en 40ul de buffer de elucion. E1 DNA extraido se cuantificd
en el Nanodrop y en algunas ocasiones se corrié una electroforesis en gel de agarosa al

0.8% para verificar la informacion obtenida en el Nanodrop.

14



La busqueda de VPH a partir de DNA extraido de los tejidos (tumores y ganglios) en
parafina se realizd6 con el estuche comercial Inno-LiPA HPV genotyping extra
(Innogenetics). La deteccion consistio en la amplificacion de una region de L1 del genoma
viral utilizando los iniciadores SPF10 los cuales amplifican un producto de
aproximadamente 65 pares de bases (pb) (Kleter et al. 1998) con capacidad para amplificar
hasta 54 tipos diferentes de VPH (Safaeian et al. 2007). El producto amplificado biotinilado
resultante se desnaturalizé e hibridé con sondas especificas adheridas a membranas de
nitrocelulosa. Después de la hibridacion y de un lavado astringente, se agregd fosfatasa
alcalina con estreptavidina conjugada, la cual se une a los hibridos biotinilados adheridos a
la membrana durante el proceso de hibridacion. Finalmente, las tiras de nitrocelulosa fueron
incubadas con un cromogeno que precipita en color morado y los resultados pudieron ser

visualizados e interpretados utilizando una plantilla para la interpretacion.

Para la amplificacion por PCR se utilizaron los reactivos proporcionados en el estuche
comercial, los cuales contienen en la mezcla de amplificacion un exceso de dNTPs,
deoxiuridin trifosfato, oligonucleo6tidos biotinilados, polimerasa de DNA termoestable y la
enzima uracil-N-glicosilasa para evitar contaminaciones en las reacciones subsecuentes.
Las condiciones de PCR utilizadas comenzaron con un paso de incubacioén para remover
los amplicones con uracilos que pudieran contaminar la muestra. Posteriormente, se realizé
la desnaturalizacion a 94°C por nueve minutos seguido de 40 ciclos consistiendo cada uno
de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, alineamiento de iniciadores a 52°C por 45 seg y
extension a 72°C por 45 seg. Al final de los 40 ciclos, se mantuvo el producto amplificado

a 72°C menos de 2 horas para su posterior hibridacion en las tiras de nitrocelulosa.
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La tipificacion se llevo a cabo por hibridacion reversa del producto amplificado con sondas
de DNA especificas adheridas a tiras colorimétricas de nitrocelulosa, las cuales estan
incluidas también en el estuche comercial previamente mencionado (Innogenetics). La

identificacion se realizé utilizando una plantilla incluida en el mismo.

8.3 Analisis de datos.

Se utilizd estadistica descriptiva. El analisis de asociacion de la frecuencia de positividad
para VPH se realizé6 mediante tablas de contingencia de 2x2 y se utilizaron las pruebas de Ji
cuadrada de Pearson y exacta de Fisher cuando existan frecuencias menores de cinco en
esta ultima. La fuerza de asociacion se determino por medio de una razén de momios >1 la
cual sera positiva o de susceptibilidad y <1 negativa o de proteccion, con un intervalo de
confianza del 95%. Se realizd ajuste para variables confusoras mediante el método de

Mantel-Hansen.

Después del ajuste para variables confusoras y si se continua la presencia de asociacion se

realizara analisis multivariado de Cox.

Ambos grupos se compararon para el andlisis de la informacién clinica de factores
pronosticos, asi como para el analisis de supervivencia y periodo libre de enfermedad, que
se realizo mediante el método de Kaplan-Meier y la comparacion entre las curvas se

realizard mediante el método de Log-Rank.

La significancia estadistica se tomé con un valor de p<0.05.
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9. Calculo del tamaiio de la muestra.

Ya que el valor real de la positividad para VPH en ganglios negativos no se encuentra
establecida y tomando en cuenta el porcentaje de positividad para VPH reportada por Fiile
et al donde el 40% de los ganglios linfaticos son positivos para VPH y utilizando una
formula de estimacion de proporciones con un valor de alfa de 0.05 y una tolerancia del
10% seran necesarios 92 pacientes en total. Si tomamos en cuenta una relacion de 1:1 seria

necesario identificar 30 pacientes con recurrencia y 30 pacientes sin recurrencia.

10. ASPECTOS ETICOS Y FINANCIEROS

Ya que se trata de un estudio retrospectivo donde se obtuvieron solo muestras de tejido
parafinado del departamento de patologia no fue necesario evaluacion por el Comité de
Etica de esta Institucién aunque si sera enviado para su aprobacién por el comité Cientifico

y de Revision del Expediente Clinico.

El trabajo fue apoyado por el Laboratorio de Virus y Cancer del Departamento de
Investigacién del Instituto Nacional de Cancerologia en México (Dr. Alejandro Garcia
Carrancd) asi como por el laboratorio de Gendomica y Medicina Molecular del
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UANL (Dr. Hugo A.

Barrera Saldana).
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11. ACTIVIDADES QUE FUERON REALIZADAS POR EL ALUMNO

1.

Recoleccion de datos demograficos y clinicos de pacientes y controles, asi como

la identificacion de los casos y los controles.

Extraccion del DNA de las muestras de parafina y genotipificacion del VPH.

Andlisis de los resultados clinicos y moleculares.

Analisis estadistico.

Escritura de la tesis.
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12. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

FEBRERO —MARZO 2009

ABRIL 2009 - MAYO 2009

JUNIO 2009 — DICIEMBRE 2009

ENERO 2010 — JUNIO 2010

JULIO 2010 — DICIEMBRE 2010

ELABORACION DEL PROTOCOLO

APROBACION POR COMITE CIENTIFICO

IDENTIFICACION DE LOS EXPEDIENTES
CLINICOS, REVISION DE LOS MISMOS,
SELECCION DE  MATERIAL  DE
PATOLOGIA, APRENDIZAJE DE LAS

TECNICAS MOLECULARES.

REALIZACION DE ACTIVIDADES EN EL

LABORATORIO.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

ESCRITURA DE LA TESIS.
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13. RESULTADOS

Datos clinicos y epidemiologicos.

Se estudiaron 42 pacientes, de forma retrospectiva, con diagnostico de cancer
cervicouterino tratadas con histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica bilateral, sin
metastasis ganglionares, con seguimiento de al menos 6 meses (78.8 meses en promedio, 10

-130 meses), en un periodo comprendido entre Enero de 1995 y Diciembre de 2008.

El grupo de estudio se dividié en 21 pacientes controles (sin recurrencia de la enfermedad)
con edad promedio de 48.04 afos (32 - 77 afos) y 21 casos (con recurrencia de la
enfermedad) con edad promedio de 46.56 afios (31 - 61 afios). Los grupos de estudio fueron
homogéneos al analizar variables epidemiologicas como: antecedentes heredofamiliares,
patologicos y no patoldgicos (ej. tabaquismo), inicio de vida sexual, numero de parejas
sexuales. Asi mismo, fueron homogéneos al analizar factores de riesgo para recurrencia de
la enfermedad como son: tamafio tumoral, presencia de invasion linfovascular, invasion

estromal, bordes quirurgicos y parametrios (Tabla 2).

20



Tabla 2. Caracteristicas tumorales.

HISTOLOGIA SIN CON TOTAL SIGNIFICANCIA
RECURRENCIA RECURRENCIA

ADENOCARCINOMA 3(14.2%) 2 (9.5%) 5 (11.9%)
MODERADAMENTE 6 (28.5%) 9 (42.8%) 15 (35.5%)
INDIFERENCIADO 1(4.7%) 1(2.38%)
1AL 14.7%) 1(2.35%)

B2 1(4.7%) 1(4.7%) 2 (4.7%)

HR MAS LPB 21 21 42
- 16 (76.2%) 14 (66.6%) 30 (71.4%) P=0.495
BORDES

+ 1(4.7%) 0 (0%) 1(2.38%)

20 (95.2%) 19 (90.4%) 39 (92.8%) P=0.549

INVASION

>1/2 11 (52.3%) 14 (66.7%) 25 (59.5%)

El promedio de inicio de vida sexual fue de 18.7 afios (14 - 22 afios) para las pacientes sin

recurrencia 'y de 17.17 afios (15 - 22 afios) para las pacientes con recurrencia (p = 0.22).
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El promedio del nimero de compafieros sexuales fue de de 1.8 (1 - 7 parejas) para
pacientes sin recurrencia y ligeramente menor para las pacientes con recurrencia 1.76 (1 — 6

parejas) (p=0.517).

El numero promedio de embarazos fue de 5.8 (1 - 14) para las pacientes sin recurrencia

contra 5.6 (1 - 10) para las pacientes con recurrencia (p = 0.411).

La principal sintomatologia fue el sangrado que se present6 en 63% de todas las pacientes,
66% en pacientes sin recurrencia y 56% de pacientes con recurrencia. Los cuadros
asintomaticos se presentaron en el 32% de las pacientes sin recurrencia y 33.2% de
pacientes con recurrencia. Solo tres pacientes (4%) presentaron dolor como tnico sintoma

inicial (p = 0.372).

La gran mayoria de las pacientes (92.8%) se diagnosticaron en estadio clinico (EC) IBI,
solamente una paciente con recurrencia se presentd con EC IA1l al momento del

diagnéstico y una paciente en cada grupo de estudio en EC IB2.

Al analizar las variantes histologicas de los tumores se confirm6 que la mas frecuente es el
carcinoma epidermoide, el cual se present6 en el 85.7% de los casos en ambos grupos de
estudio, seguido por el adenocarcinoma en 11.9% y otros tipos histologicos en 2.35% (p =

0.549).

Se observo que el 66.6% de las pacientes del grupo control presentd tumores poco
diferenciados contra solo un 19% de los casos (p = 0.0009), sin que esto presentara alguna

repercusion clinica.
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Se analizaron los siguientes datos del reporte histopatologico: tamafio tumoral patologico,
numero de ganglios disecados, involucro linfo-vascular, invasion al parametrio, bordes e

invasion estromal maxima.

El tamafio tumoral promedio para las pacientes sin recurrencia fue de 2.48 + 1.088 vs 2.70
+ 0.859 en las pacientes con recurrencia (p = 0.384). El numero de ganglios disecados,
todos ellos negativos histologicamente, fue de 25.29 ganglios + 11.33 para pacientes sin

recurrencia y de 21.95 + 8.99 para las pacientes con recurrencia (p = 0.297) (Tabla 3).

Tabla 3. Tamafio tumoral y nimero de ganglios disecados.

MEDIA DES TIP  Errorti. De la

media

TT PATOLOGICO SIN RECURRENCIA 2.70 cm .8593 0.1875 P=0.384
RECURRENCIA 2.48 cm 1.0888 0.2376

NO GANGLIOS SIN RECURRENCIA 25.29 gg 11.336 2.474 P=0.297
CON RECURRENCIA 2195 gg 8.99 1.962

El involucro linfovascular se encontr6 en 28.6% de todas las pacientes estudiadas. E1 23.8%
de pacientes del grupo sin recurrencia presentaron involucro linfovascular y 33.4% en el
grupo con recurrencia (p = 0.495). Los bordes quirtrgicos fueron positivos solo en una
paciente la cual formaba parte del grupo control. El involucro parametrial fue positivo en el

4.7% del grupo sin recurrencia y 9.5% del grupo con recurrencia (p = 0.549). La invasion

estromal fue

Bd | =

en el 66.7% y 52.3% de pacientes con recurrencia vs no recurrencia,

respectivamente (p = 0.346).
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La supervivencia media del grupo de estudio fue de 78.8 meses (10 - 132 meses), siendo de
100.09 meses (18 - 132 meses) para las pacientes sin recurrencia vs 57.52 meses (10 - 120)
para las pacientes con recurrencia (p = 0.0001), siendo la unica variable que alcanza

significancia estadistica.

Para el grupo de pacientes con recurrencia, el periodo libre de enfermedad (PLE) fue de

17.62 meses (1 - 48 meses).

Datos moleculares.

Se obtuvieron los bloques de tejido en parafina del producto de histerectomia radical de las
42 pacientes en estudio. De ahi se tom6 muestra para extraccion de DNA para la deteccion
molecular del virus del papiloma (VPH) tanto del tumor primario como de seis ganglios
pélvicos por cada paciente. Se realizaron 84 extracciones en total a partir de cortes de 10um
y la deteccion de VPH se realizd por PCR e hibridacion reversa. Treinta y ocho de las
muestras de tumores primarios (90.4%) fueron positivas para algun tipo de VPH. El tipo
viral mas frecuentemente encontrado fue el VPH-16 (71.4% de las pacientes con
recurrencia y 80% de las pacientes sin recurrencia). El 23.8% de las pacientes en el grupo
de recurrencia presentaron co-infecciones, mismo porcentaje que se presento en el grupo de
pacientes sin recurrencia. En el grupo de recurrencia los virus encontrados diferentes al tipo
-16 fueron el tipo -31 en el 9.5%, el -52, -51 y -18 en el 4.7% cada uno de ellos. Mientras
que en el grupo sin recurrencia fueron el tipo -51 y el -52 en el 9.5% cada uno y el tipo -18

y el -58 en el 4.7% cada uno de ellos (Fig. 1).
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Figura 1. Tipo Viral y co-infecciones en tumor primario. Se realiz6 la deteccion y tipificacion de
los VPH presentes en el tumor primario utilizando la técnica de PCR e hibridacion reversa. Se
encontrd que el VPH tipo 16 es el mas frecuente en tumores. Ademas se observo que la frecuencia
de co-infecciones es igual tanto en pacientes con y sin recurrencia de la enfermedad.

Al analizar los ganglios, se encontr6 VPH en el 52.3% de los casos, siendo el tipo VPH-16
el mas frecuente (38%). Con menor frecuencia se encontraron el tipo -18 (9.5%), el -31
(4.7%) y el tipo -51 (4.7%). En el grupo control, la positividad para DNA viral en ganglios
fue de 33.3%, siendo el mas frecuente el tipo -16 (28.5%) y el tipo -39 (4.7%) En este
grupo de pacientes no se presentaron co-infecciones virales en ganglios linfaticos, mientras

que en los casos (pacientes con recurrencia), las co-infecciones se presentaron en el 14.3%

(Fig. 2).
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Figura 2. Tipo de VPH y co-infecciones en ganglios linfaticos. Se realiz6 la deteccion y
tipificacion de los VPH presentes en los ganglios linfaticos de las pacientes en estudio utilizando la
técnica de PCR e hibridacion reversa. Se encontrd que aquellas pacientes sin recurrencia fueron
negativas en mayor frecuencia al compararla con las pacientes con recurrencia de la enfermedad (p
=0.212). Se encontr6 que el VPH tipo 16 es el mas frecuente. Ademas, se observo que la frecuencia
de co-infecciones es mayor en pacientes con recurrencia de la enfermedad (p = 0.245).

No se encontr6 diferencia significativa al buscar asociacion entre recurrencia de la

enfermedad y la presencia del VPH tanto en el tumor primario como en ganglios (p =1y p

=0.212, respectivamente) (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion entre recurrencia de la enfermedad y presencia de VPH.

VPH en Tumor | Sinrecurrencia | Con recurrencia Total Significancia
Negativo 2 2 4 P=1
Positivo 19 19 38
VPH en
Ganglios
Negativo 14 10 24 P=0.212
Positivo 7 11 18
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Al analizar el periodo libre de enfermedad tampoco se encontr6 diferencia significativa con
respecto a la presencia de VPH en ganglios linfaticos (p = 0.711) (Fig. 4). Sin embargo, el
periodo libre de enfermedad fue significativamente mayor en aquellas pacientes en donde el

tumor primario es causado por algun tipo viral diferente al VPH-16 (Fig. 5).

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 4. Periodo libre de enfermedad segin estado de VPH ganglionar. Al analizar la
supervivencia por medio de la curva de Kaplan-Meier se observo que la presencia de VPH en
ganglios linfaticos no tiene relacion con la supervivencia libre de enfermedad.
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Kaplan-Meier survival estimates

1.00
!
|

il
gl

0.75
!

0.50
|

0.25
!

0.00
|

T
0 10 20 30 40
analysis time

tipohpv_nuevo =1 —— tipohpv_nuevo = 16

Figura 5. Periodo libre de enfermedad segin Co- infecciones en tumor primario. Al realizar
analisis a través de la curva de Kaplan-Meier se observd que el VPH-16, en el tumor primario,
presenté menor supervivencia libre de enfermedad que cualquier otro tipo viral (p = 0.0001).
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14. DISCUSION

El presente proyecto se basdé en el estudio retrospectivo de pacientes con cancer
cérvicouterino invasor en estadios tempranos, tratadas con histerectomia radical mas
linfadenectomia pélvica bilateral, en el periodo de 1995 a 2008. Todas las pacientes

incluidas presentaron ganglios linfaticos negativos para metastasis.

Las pacientes se dividieron en dos grupos: los casos, que consistieron en pacientes con
recurrencia de la enfermedad y los controles, que consistieron en aquellas pacientes sin

recurrencia hasta el momento del analisis.

Probablemente el valor mas importante de este estudio es que ambos grupos de estudio son
homogéneos tanto para las variables epidemioldgicas y caracteristicas tumorales como para

las variables clinicas de riesgo para recurrencia.

El objetivo principal de este estudio fue el estudiar si la presencia de VPH en los ganglios
linfaticos de las pacientes con recurrencia pudiera servir como un marcador de riesgo para
recurrencia. Es bien conocido que existen ciertos factores clinico-patoldgicos que pueden
servir como marcadores de riesgo para la recurrencia de la enfermedad, como son edad,
estado ganglionar, tamafio tumoral (TT), involucro paracervical, profundidad de invasion,
invasion al espacio linfovascular y tipo histologico (Lillo F, 2008). Y sin lugar a duda, las
metastasis a ganglios pélvicos es el factor prondstico que mas contribuye a la mortalidad
(Lillo F, 2008). Sin embargo, en este grupo de pacientes, en las cuales podemos observar
una homogeneidad como la antes descrita, existen mujeres que a pesar de no contar con

metastasis ganglionar, presentaron recurrencia de la enfermedad. Es por esto que fue de
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nuestro interés estudiar la presencia del VPH en los ganglios de estas pacientes para tratar

de explicar este fendémeno.

En la literatura existen reportes que intentan implicar la presencia de VPH en ganglios
linfaticos como un factor de riesgo para recurrencia, sin embargo, los grupos de estudios
han sido heterogéneos; ademas, los autores incluyen en sus estudios pacientes tanto con
metastasis histologicas en ganglios y sin ellas por lo que esto podria estar sesgando los
resultados al momento del andlisis (Fiile y cols. 2006,). Asi mismo, las técnicas de
deteccion molecular para el VPH son muy variables de un estudio a otro y muchas veces
poco sensibles para el tipo de muestra en cuestion, ya que se trata de DNA proveniente de
tejido embebido en parafina (Baay MF 1997). También cabe mencionar que, algunos de los
estudios reportados hasta el momento se enfocan en el analisis de un solo tipo viral no
tomando en cuenta las co-infecciones como un factor de riesgo. Es por esto que en el
presente estudio hemos cubierto todas estas variables que pudieran intervenir en la
diferencia de los resultados y para esto fue que reunimos este, muy bien seleccionado,
grupo de pacientes y ademas, utilizamos técnicas de deteccion viral sensibles y especificas

para el tipo de DNA con el que se trabaja.

El tipo viral mas frecuentemente encontrado fue el VPH-16 (71.4% de las pacientes con
recurrencia y 80% de las pacientes sin recurrencia), lo cual coincide con lo descrito en la
literatura (Chan PKS, 2005). Asi mismo, se encontré que el 23.8% de ambos grupos
presentaron co-infecciones, muy similar a lo descrito por Fiile en 2006 quien report6 VPH

16 en 82.6% de las pacientes estudiadas con co-infecciones en 28% de las mismas.
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Burnett y col. en 1992 publicon un estudio retrospectivo, en el cual analizaron ganglios
obtenidos de pacientes sometidas a histerectomia radical; seis pacientes con recurrencia y
seis pacientes sin recurrencia, encontrando positividad para VPH en 71% de los ganglios en
pacientes que recurrieron vs solo 35% de los que no recurrieron (p = 0.0047). Sugiriendo
con esto que la presencia de VPH en ganglios histologicamente negativos se asocia a alto
riesgo de recurrencia.(Burnett 1992), hallazgo que no fue confirmado en nuestro estudio ya
que a pesar de que ninguna de las pacientes presento metastasis histoldgica en ganglios
linfaticos, al analizar la presencia de DNA viral en dichos ganglios, pudimos observar que
la presencia del VPH en los ganglios no metastasicos de pacientes con recurrencia de la

enfermedad no es un marcador de riesgo para la misma.

Las pacientes que presentaron recurrencia con VPH positivo en ganglios linfaticos
presentaron PLE y SVG de 16.45 y 50 meses vs 18.9 y 65.7 meses para aquellas pacientes
con recurrencia pero con VPH negativo en ganglios linfaticos. De igual forma, encontramos
que la presencia de co-infecciones en los ganglios linfaticos es nula en las pacientes sin
recurrencias y se encontrd en el 14.3% de las pacientes con recurrencia pero con un valor
de p = 0.245. Ademas, pudimos observar que la sobrevida en aquellas pacientes con
tumores causados por VPH-16 es significativamente menor que las pacientes con tumores
causados por algun otro tipo viral, por lo que es de gran importancia determinar el tipo viral
en el primario y estudiar con mayor profundidad los factores virales y del huésped

implicados en dicho acontecimiento.
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15. CONCLUSIONES

e Se encontrd presencia de VPH en el tumor primario en el 90.4% de las pacientes
estudiadas, donde el genotipo viral mas frecuentemente encontrado fue el tipo 16 hasta

en el 70% de los casos

e Se encontrdé VPH en el 42% de los ganglios negativos, 52.3% de las pacientes con
recurrencia vs 33.3% de las pacientes sin recurrencia. Siendo el tipo viral mas

frecuentemente encontrado el -16, hasta en 38% de los casos y 28.5% de los controles.

e No existe asociacion entre la presencia de VPH en ganglios linfaticos negativos a

metastasis y la recurrencia de la enfermedad.

e La presencia de VPH-16 en el tumor primario podria tener relacion con el riesgo de

recurrencia temprana en este grupo de pacientes.

16. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

No fue posible encontrar significancia estadistica en las variables que se proponian como
posibles marcadores de riesgo para recurrencia de la enfermedad como son: presencia de
DNA viral en los ganglios negativos para metastasis asi como la presencia de co-
infecciones en los mismos. Sin embargo, seria conveniente, a futuro, aumentar tanto el
nimero de casos (por lo menos a 30) como el de los controles para tenerlos en una

proporcion de 1:2.
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18. ANEXOS

ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS DE PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

“SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LA PRESENCIA DE VIRUS DE
PAPILOMA HUMANO EN GANGLIOS LINFATICOS EN PACIENTES CON
CANCER CERVICOUTERINO TRATADOS INICTALMENTE CON CIRUGIA
RADICAL: ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES”

Nombre

Registro Expediente

Fecha de Ingreso al INCAN _ ( dd/mm/aaaa) Fecha de Cirugia
Dias de estancia Hospitalaria IC IC IC IC

Nivel Socioecondémico  1.I 2.II 3.1l 41V 5.V 6.VI 7. Subrogado 8. Exento

Historia Familiar de Cancer 0. NO 1. Padre 2.Madre 3.Hermana 4.Hermano

5. Abuelo Materno 6.Abuelo Paterno 7.Abuela Materna 8. Abuela Paterna

Sitio 1.Mama 2.Colon 3.Ovario 4. Utero 5. Cérvix 6.0tro

Tabaquismo 0: Negativo 1: Positivo. Edad de inicio  Cig. Pordia

Alcoholismo  0: Negativo 1: Positivo. Edad de inicio  Bebidas por dia

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Enfermedades Asociadas 0. No 1.DM 2.Hipertension 3.Cardiopatia
4. Nefropatia 5.0tra

Tiempo de Duracion Medicamentos




ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Menarquia IVSA Compafieros Sexuales

G P C A

PF 0: Ninguno 1: DIU 2: Hormonales 3: Barrera 4: SPC
Menopausia 0: Negativo 1: Positivo. Edad

THR 0: Negativo 1: Positivo. Tiempodeuso

CANCER DE CERVIX
Signos Clinicos 0.Asintomatica 1.Dolor Pélvico 2.Sangrado anormal
3.Ascitis 4.Adenomegalia Inguinal 5.Derrame Pleural 6.Masa Abdominal 7.Otro
Forma de Diagnostico Histologico 0. No 1. Biopsia 2. Solo PAP 3.Biopsia
4. Guiada (TAC o US) 5.0tra
Tipo Histologico 1.Epidermoide 2. Adenocarcinoma 3. Adenoescamoso

4. Neuroendocrino 5. Otro

Grado de Diferenciacion 1. Bien Dif. 2. Mod Dif 3. Poco Dif

4. Indiferenciado

Tamafio Tumoral (dos Dimensiones por cualquier método) 0. No medido
Hb Linfocitos Albiimina 0. No
Estudios Iniciales 0. Ninguno 1. Solo Clinica 2. TAC 3. RMN 4.PET 5.0tro

Estadio Clinico 0. No clasificable u Op FINC 1. 1al 2.Ia2 3.Ibl 4.Ib2 5. Ila 6.1Ib
7.0tro

CIRUGIA
Tipo de Insicion 0.Media 1.Transversa
Estudio Transoperatorio 0.No 1.Si
Si si 1. Ganglio Pélvico 2.Ganglio Paraortico 3. Parametrio 4. Higado
5. Adherencias 6. Otro
Reporte del Transoperatorio = 0. Negativo 1. Metastatico
Se aborto el procedimiento? 0.No 1.Si

Tipo de histerectomia 1. Tipo IT 2. Tipo III 3.Mesometrial 4.Tipo IV 5. Otro

38



Hallazgos transoperatorios = 0.Ninguno 1. Ascitis 2.Adherencias 3. Ganglios
4. Otro

Nivel de la Linfadenectomia 0. No realizada 1. Pélvicos 2. Paraorticos
Complicaciones Transoperatorias 0.Ninguna 1. Vasculares 2.Vesicales
3.Intestinales 4. Nerviosas 5. Otras

Tiempo Quirdrgico

Sangrado
Drenajes 0.No 1.Drenovac 2.Penrose 3. Biovac
REPORTE DE PATOLOGIA

Tamafio Tumoral

Estirpe ~ 1.Epidermoide 2. Adenocarcinoma 3. Adenoescamoso
4. Neuroendocrino 5. Otro

Numero Total de Ganglios Numero de Ganglios Afectados
PVL 0: NO 1: SI

Bordes = 0.Negativos 1. Positivo

Parametrios =~ 0. Negativos 1. Positivo

Invasion estromal ~~~~ mm enparedde ~~ mm

Invasion Miometrial

0: sin invasion ~ 1: Menos del 50%  2: Mas del 50% 3: Toda la Pared
Adyuvancia ~ O.Ninguna 1.RT 2. QT/RT 3.QT 4. Otro

REPORTE DE BIOLOGIA MOLECULAR
Tumor Primario
VPH 0. Negativo 1.Positivo

Tipo viral

Ganglios Linfaticos
VPH 0. Negativo 1.Positivo

Tipo viral
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RECURRENCIA

Sitio de la Recurrencia

0: Ausente  1: Local 2: Distancia (Sitio) 3: Locorregional
PLE (meses)  Fecha de diagnostico (dd/mm/aaaa)
Sintomatologia 0.Asintomatica 1.Dolor Pélvico 2.Distension Abdominal

3.Ascitis  4.Adenomegalia Inguinal 5.Derrame Pleural 6.Masa Abdominal  7.Otro
Forma de Diagndstico 1. Clinica 2.TAC 3.RMN 4.US 5.0tro

Localizacion 1. Pélvico 2.Abdominal 3.Abdomino-pélvico 4.Para-adrtico

5.Carcinomatosis

Tamafio Tumoral (dos Dimensiones por cualquier método) 0. No medido
Tratamiento 0.No 1.Cirugia 2.QT 3. Solo biopsia 4. Otro
Exenteracion 0. No 1. Total 2.Anterior 3. Posterior

Fecha de Cirugia (dd/mm/aaaa)

STATUS 1. VSAT 2.MSAT 3.VCAT 4MCAT

ULTIMA VISITA (dd/mm/aaaa)

SOBREVIDA GLOBAL (Meses)

Observaciones:
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