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V RESUMEN

Antecedentes: En paises en vias de desarrollo el cancer de cérvix constituye
la segunda causa de muerte por cancer.

Objetivos: Evaluar la asociacion de marcadores de transicion epitelio
mesenquimal (EMT) con la densidad microvascular (DMV) y la expresion
proteica de genes relacionados con proliferacion y crecimiento tumoral asi
como el papel prondstico de ésta asociacion en pacientes con cancer de cérvix
localmente avanzado tratadas con quimioradioterapia seguida de braquiterapia
intracavitaria. Se estimaron la tasa de respuesta global (TRG), la supervivencia
libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG).

Resultados: Se incluyeron 61 mujeres con una edad media de 52 + 10 afios;
todas tenian diagnostico de cancer de cérvix localmente avanzado (lIA
2.3%/IB 47.5%/MA 4.9%/IB 37.7%/IVA 3.3%/no definido 3.3%), con un
volumen tumoral promedio de 6.4cm (DE+ 1.8cm) e infeccién por VPH en 46%
de los casos; 58 sujetos (95%) tenian un patrén escamoso, dos fueron
adenocarcinomas y >50% presentaba neoplasias moderada o pobremente
diferenciadas. Todas fueron tratadas con quimioradiacién (interrupcion
transitoria en teleterapia por toxicidad y otras causas en 19% y 21.4%,
respectivamente/media de ciclos de platino concomitante 4.8 series = 1.0) y
braquiterapia (77% completaron el tratamiento intracavitario). La mediana para
la SLP y global fue de 6.6 meses (4.0-9.1) y 30 meses (11-48),
respectivamente. Ninguna de las variables tuvo efecto sobre la SLP, mientras
el anadlisis multivariado demostré que los niveles de expresion del VEGF
(p=0.026), EGFR (p=0.030), y el volumen tumoral <6 cm (p=0.02) influyeron
sobre éste desenlace, La expresion de TWIST2 vy la pérdida de E-caderina
(marcadores de EMT) se relacionaron con la expresion de VEGF y EGFR y
también influyeron en la SG. Los pacientes que tuvieron positividad fuerte para
expresion de TWIST-2 mostraron SG menor (mediana 16 meses IC 95% 14-18
meses) comparados con aquellos TWIST-2 negativos (mediana 76 meses IC
58-95 meses) p=0.0001. De manera similar aquellos pacientes con pérdida de
E-caderina mostraron una SG menor (mediana 17 meses IC 95% 13-21
meses) comparados con aquellos con E-Caderina positivos (87 meses IC 95%
71-102 meses) p=0.02. Cuando se asocio la positividad para expresion de
EGFR o VEGF con la presencia de marcadores de EMT la SG fue aun menor.
[EGFR positivo + E-Caderina negativo (mediana 14 meses IC 95% 3-24) vs
EGFR negativo + E-Caderina positivo(mediana 31 meses IC 95% 14-NA)
p=0.02]

Conclusion: La presencia de marcadores de transicidon epitelio mesensquimal
(EMT) se relaciona con la expresion de genes de proliferacion y crecimiento
tumoral y tiene influencia en el prondstico de pacientes con cancer cérvix
localmente avanzado.

PALABRAS CLAVE: Cancer Cervicouterino, expresion de genes, transicion
epitelio-mesenquimal, supervivencia,



V ABSTRACT

Background: In low and middle income countries cervical carcinoma is the
second leading cause of death among women.

Objective: To describe the prognostic value of microvascular density (MVD) and
protein expression of several genes related to tumoral survival and proliferation
and their relationship with Epitelial Mesenquimal Transition (EMT) of locally
advanced cervical cancer (LACC). Overall response rates (ORR), clinical
benefit (CB), progression-free survival (PFS), and overall survival (OS) were
estimated for women suffering from LACC treated with chemoradiotherapy
followed by high dose rate brachytherapy (HDRB).

Results: Sixty-one patients were included (mean age 52+10); all of them had
LACC (2.3% 2A/47.5% 2B/4.9% 3A/I37.7% 3B/3.3% 4A/3.3% not defined), a
tumour mean size of 6.4cm (SD+1.8cm) and HPV infection in 46% of the cases.
Fifty-eight patients (95%) had a squamous pattern, two were adenocarcinomas
and >50% presented moderated or poorly differentiated neoplasms. All of them
were treated with chemotherapy (transitory interruption of external radiotherapy
was documented in 19% due to toxicity and in 21.4% of cases by other
causes/mean cycles of platinum administered during radiotherapy 4.8 + 1.0)
and brachytherapy (77% completed all planed intracavitary treatment). The
median PFS and OS was 6.6 months (4.0-9.1) and 30 months (11-48)
respectively. None of the variables had effect on PFS, whilst multivariate
analysis revealed that VEGF (p=0.026) and EGFR expression levels (p=0.030)
and <6 cm tumor volume (p=0.02) positively influenced the OS.

The TWIST2 expresion and E-cadherine lost (EMT markers) are related with
VEGF and EGFR expression and influence OS (p=0.001) and (p=0.02)
respectably.

The patients with strong positivity for TWIST-2 expression showed worse OS
(median 16 months CI 95% 14-18 m) compared with TWIST-2 negative
(median 76 months Cl 95% 58-95 m) p=0.0001. Similarly patients with E-
Cadherine lost showed worst OS (median 17 months Cl 95% 13-21 m)
compared with E-Cadherine positive (median 87 months Cl 95% 71-102 m)
p=0.02. When we associate EGFR or VEGFR expression with EMT markers
OS were even less [EGFR positive + E-Cadherine negative (median 14 months
Cl 95% 3-24) vs EGFR negative + E-Cadherine positive (median 31 months ClI
95% 14-NA) p=0.02.

Conclusion: Classifying LACC patients treated with cisplatin-based
chemoradiotherapy by protein expression and EMT markers had a positive
influence on prognosis

KEYWORDS: Cervical Cancer, gene expression, Epitelial mesenquimal
transition, survival.



VI INTRODUCCION

El cancer de cérvix constituye la segunda neoplasia mas frecuente y la
segunda causa de muerte por cancer en paises en vias de desarrollo como los
nuestros. Los programas de tamizaje exitosos en paises desarrollados que han
impactado de manera relevante en la reduccién de la morbimortalidad de esta
neoplasia no han podido ser correctamente implementados en nuestro medio por
diversas razones econodmicas, politicas y culturales. Lo anterior convierte a esta
neoplasia en un constante reto de diagndstico y tratamiento para aquellos que nos
dedicamos al cuidado de los pacientes con cancer.

Desde finales de los afos 90, la quimiradioterapia se ha convertido en el manejo
estandar de los pacientes con cancer de ceérvix localmente avanzado dado el
impacto en mortalidad y recurrencia cuando se compara con la radioterapia sola. A
pesar el éxito de este tratamiento un porcentaje no despreciable de estas
pacientes tratadas van a recurrir, con opciones de tratamiento limitadas, pocas
opciones de curacién y alta mortalidad. Buscando alternativas se han probado
otros medicamentos radiosensibilizadores como es el caso de Gemcitabine; asi
mismo se ha evaluado el papel de la terapia adyuvante con quimioterapia sin que
existe hasta el momento una terapia que permita superar estas limitaciones.

Se han establecido factores prondsticos clinicos (tamafio tumoral, tipo histolégico,
compromiso ganglionar, invasiéon de estructuras anatomicas adyacentes, entre
otros ) que ayudan al clinico a identificar que pacientes pudieran fallar al
tratamiento inicial con quimioradioterapia; con el desarrollo de nuevas técnicas en
biologia molecular aplicada al cancer y oncologia traslacional surge la inquietud
sobre la existencia de marcadores celulares o bioldégicos que sirvan como
marcadores prondsticos. Existe informacion relevante sobre la sobreexpresion de
proteinas relacionadas el crecimiento celular tumoral y la angiogénesis en el
cancer de cérvix (ej EGFR, VEGF, HIF-1) y su relaciéon con un peor prondstico; asi
mismo en diversas neoplasias como cancer de mama y pulmon la identificacion de
proteinas que denotan la transicion de epitelio propio del tejido de origen a otro
con diferenciacidn mesenquimal (transicion epitelio mesénquima) constituye un
marcador de agresividad tumoral y mal prondstico.

En este estudio se describe la correlacidén entre la expresiéon de genes asociados
con la supervivencia y proliferacion del carcinoma de cérvix localmente avanzado
tratado con quimio-radioterapia seguida de braquiterapia endocavitaria, con
marcadores celulares para transicion epitelio mesénquima y a su vez establece el
papel prondstico de éstos marcadores.



VIl MARCO TEORICO

El cancer de cérvix es la segunda neoplasia en incidencia y mortalidad a nivel
global; anualmente, esta enfermedad causa cerca de 234.000 muertes, de las
cuales, 40.000 se presentan en mujeres provenientes de los paises en via de
desarrollo (1). La discrepancia en la relacién incidencia/mortalidad para el cancer
de cérvix entre los paises con mayores y menores recursos economicos, es el
resultado directo de la inversion marginal en los programas de cribado. La
vacunacién masiva dirigida contra el virus de papiloma humano (VPH) que se
asocia con el desarrollo del 99% de las neoplasias invasivas del cérvix, podria
reducir dramaticamente la morbilidad y mortalidad de esta neoplasia (2). No
obstante, el elevado costo de las vacunas y las barreras politicas y logisticas para
su inclusién, retrasaran la implementacion universal de la inmunizacion en los
paises en desarrollo (2). De igual forma, las vacunas dirigidas contra el VPH que
se encuentran disponibles solo son efectivas contra los serotipos que originan el
70% de los canceres (3).

En los Estados Unidos al igual que en otros paises del primer mundo, la mayoria
de los canceres de cérvix se diagnostican en estado temprano (4,5). De los 13.458
pacientes con cancer de cérvix incluidos en el SEER (Surverillance, Epidemiology,
and End Results) entre 1973 y 1987, el 71% tenia neoplasias estados | a IIA
segun la clasificacion FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics) (4)

Pese a las limitaciones de informacion respecto al comportamiento epidemiolégico
de las neoplasias mas frecuentes, el Cancer de Cérvix corresponde a la segunda
causa de muerte por cancer entre las mujeres en México con una tasa para el afio
2006 de 9 muertes por cada 100.000 mujeres (6) y dentro del Instituto Nacional de
Cancerologia la neoplasia mas frecuentemente diagnosticada en mujeres
correspondiendo al 30.6 % de las 19.597 neoplasias diagnosticas entre 1985
y1994 en este Instituto (7). Para el caso de Colombia el Cancer de Cérvix es
igualmente la segunda causa de muerte por Cancer (8) La distribucién por
estadios en éstos paises es especialmente preocupante, en particular, por que el
60% de los casos incidentes corresponden con lesiones localmente avanzadas (5-
7).

La gran mayoria de las mujeres con neoplasias tempranas se curan con cirugia
radical con o sin la administracién de radioterapia complementaria; sin embargo,
las pacientes con tumores localmente avanzados (estados Il a IlIB) presentan un
riesgo mayor de progresion. En este subgrupo la radioterapia como intervencion
unica permite controlar la enfermedad en el 35% a 65% de los casos (8). La
administracién concomitante de la teleterapia pélvica con la quimioterapia permite
incrementar el control del crecimiento tumoral, induciendo un dafio subletal sobre
la célula, al afectar la capacidad para reparar el ADN, hecho que ocasiona
profundos cambios en su metabolismo. De la misma manera, afecta el tamafo
tumoral siguiendo una relacion directa entre la dosis y la respuesta, que favorece
la disminucion en la oxigenacion tisular, la inhibicion de la angiogenesis y la
promocién de la apoptosis al incrementar la radiosensibilidad (9,10).



En 1999, el National Cancer Institute (NCI, United States of America) recomendo
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 integracién de cinco estudios clinicos fase Ill con asignacién aleatoria (11); de
estos, dos fueron realizados de forma exclusiva en mujeres con enfermedad
temprana (estados 1A, Il, IB y IlIA) e incluyeron el uso preoperatorio vy
postoperatorio de radioterapia como parte del control. En los tres estudios
restantes publicados por el Ginecology Oncology Group (GOG) y por el Raditation
Therapy Oncology Group (RTOG) se incluyeron un gran numero de pacientes con
estados IIB, Il y IVA. Estos experimentos encontraron un beneficio uniforme con el
uso de la quimioradiacion que otorga un incremento absoluto en la supervivencia
global a cinco afos del 12%. La mayoria de estos estudios incluyeron como
tratamiento de quimioterapia concomitante Cisplatino, convirtiéndose en el
medicamento de eleccion en esta estrategia de tratamiento. (12).

A pesar del impacto positivo del tratamiento con quimio y radioterapia
concomitante (utilizando cisplatino como radiosensibilizador), alrededor del 35%
de éstas pacientes progresan. (13). Se han intentado alternativas de tratamiento
que permitan mejorar estos desenlaces. Una de ellas es la modificacion del
tratamiento adicionando gemcitabine al tratamiento con cisplatino como
medicamento radiosensibilizador. Un estudio fase |l con poblacién Mexicana
mostréo que la respuesta patolégica completa fue mayor en el grupo en que se
administrdé la combinacion cisplatino-gemcitabine comparado con el grupo que
solo recibid cisplatino, si bien estos resultados a consta de una mayor toxicidad
gastrointestinal y genitourinaria (14).

Virus del papiloma humano (VPH) y carcinoma de cérvix

El VPH es un virus ADN circular de 8-kb que tiene como blanco especifico las
células basales de los epitelios de las mucosas; su familia esta constituida por
mas de 100 genotipos que se clasifican de acuerdo con las células que infectan, y
su capacidad para generar modificaciones complejas en la informacién del
hospedero. Algunos subtipos como el VPH1, infectan las células de los estratos
cérneos en la piel, mientras que los subtipos 6, 11, 16 y 18 comprometen la
mucosa de la cavidad oral, la orofaringe, el tracto anogenital, y el cérvix. Los tipos
de bajo riesgo generan lesiones benignas, en contraposicion a sus homologos de
alto riesgo que ocasionan neoplasias.

El genoma del VPH estd comprimido en genes tempranos y tardios asi como en
regiones no codificantes, todos ellos, activos en los procesos de replicacion,
transcripcion y carcinogénesis. Los marcos de lectura tardia codifican las
proteinas de la capside L1 y L2 que se transcriben solo en las células infectadas.
Los primeros marcos de lectura (E) codifican de forma abierta las proteinas E1, 2,
5, 6 y 7, vinculados en la regulacion de la replicacion y en la expresion de otros
genes. Al menos tres proteinas (E5, E6 y E7) codificadas por los virus de alto
riesgo se consideran oncogénicas debido a su capacidad para inducir la
transformacién y el crecimiento de las células anormales. Estas moléculas
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proteicas tienen la capacidad de regular la funcion de los genes supresores de
tumor mediante la derogacion de la actividad de las proteinas p21, p53 y pRb,
eventos que resultan en la alteracién de la apoptosis, en defectos relacionados
con la reparacion del ADN y del control del ciclo celular (15-17).

La region no codificante de control (LCR) contiene sitios de uniéon para las
proteinas C2 y E1 localizadas cascada arriba en la secuencia del promotor p97
que controla la transcripcidén de las oncoproteinas E6 y E7. De igual forma, existe
una regulacién dependiente de la expresion de las proteinas E6 y E7 por la E2,
capaz de reprimir el efecto de estas dos. Desde que se reconocié el efecto de la
infeccion persistente de los genotipos de alto riesgo del VPH sobre la probabilidad
de desarrollar cancer de cérvix se descubrid la capacidad de adhesion lineal del
genoma del virus en los cromosomas del huésped, evento que suele ocurrir de
forma tardia. La integracién del genoma viral es al azar y ocurre con mayor
predileccion en los sitios donde hay cierta fragilidad. Dicha union, se produce
gracias a la interrupcion en la secuencia del gen E1/2 lo que produce
sobreexpresion de E6 y E7 que conducen a la alteracion de las principales vias
supresoras de tumor (16,17).

El marco abierto de E5 se transcribe a partir de la formula episémica del ADN viral
y ejerce efectos procancerigenos durante las primeras etapas de la infeccion sin
que su presencia sea necesaria para mantener el fenotipo maligno. Sin embargo,
se ha demostrado que la proteina ES estimula el crecimiento celular a través de la
activacion y regulacion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), hecho que conduce hacia la sefalizacion anormal generando la
sobreexpresion de algunos protooncogenes y la represibn de la quinasa
dependiente de ciclinas 1A (CDKN1A/p21).

La proteina viral E6 tiene capacidad para estimular el crecimiento celular a través
de varios mecanismos diferentes, entre ellos, la uniéon con la proteina asociada a
E6 (EG-AP), el p53 y el complejo inhibitorio del proteosoma. Todos estos eventos
ocasionan la inhibiciéon de la apoptosis en un punto ineficiente de la fase G1/S,
donde se realiza el control al dafio del ADN que tras la infeccién por el VPH
genera inestabilidad cromosdmica en las células infectadas. El complejo E6/E6-AP
también evita la degradacion de la familia SRS y BLK, lo que resulta en la
estabilizacion de las formas activas de estas quinasas estimulando asi la mitosis.
Las proteinas E6 del serotipo 16 activan o inhiben varios blancos celulares
adicionales entre los que se incluyen la Paxilina, la transcriptasa inversa de la
telomerasa (hTERT), la oncoproteina MYC vy el regulador del factor 3 del interferén
(IRF3), que actua como transactivador de todos los interferones. De igual forma,
se altera la capacidad de reparar el ADN de cadena sencilla a través del XRCC1
(16,17).

La proteina E7 del VPH es capaz de degradar el RB por la ubiquitinacién y la
inactivacién funcional de la proteina, este hallazgo conduce a la sobreexpresion de
la ciclina dependiente de quinasa p16 y NK4A; la deteccidén de la sobreexpresion
del p16 es considerada como un marcador indirecto de infeccion por VPH en el
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que juega un importante papel la hiperproliferacion celular. También esta
implicado en cambios documentados en las vias PLK1, con la aurora quinasa A,
CDK1 y NEK2 (16-22)

VPH y cancer de cérvix: relacion con la expresion de genes relacionados con la
angiogénesis y proliferacion celular y con la transicion epitelio-mesenquimal

La familia de proteinas relacionadas con el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) representa un grupo
heterogéneo de elementos relacionados con el estimulo y aumento de la
permeabilidad vascular, el crecimiento de las células endoteliales, su migraciéon y
diferenciacion (23). 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 VEGF 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.
Evaluaciones colposcopicas del cérvix han encontrado vasos sanguineos atipicos
con formas irregulares y aumento de la densidad microvascular (DMV
cuantificando la expresiéon de CD31) que caracteriza un fenotipo mas agresivo
(24).

La oncoproteina E6 del VPH media la inactivaciéon del p53 promoviendo la
sobreexpresion de VEGF, modulando la angiogénesis y vasculogénesis a través
de la inhibicion de la expresién del TSP1 (Thromobospondina 1); esta ultima es
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 fibrinbgeno,
la fibronectina, la laminina, ,el colageno tipo 5 y las integrinas a5 y 31, importantes
en la génesis del carcinoma de cérvix. Recientemente, Randall y colaboradores
describieron la relevancia pronostica de la densidad microvascular detectada por
inmunohistoquimica en una muestra de especimenes recolectados en un
experimento clinico fase Ill que incluyé mujeres con cancer de cérvix 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), (24-25). En contraposicion,
Obermair reporté que el aumento en la DMV se asocié con un desenlace negativo
al documentar una reduccién en la tasa de supervivencia global a 5 afios entre las
mujeres que tuvieron un recuento mayor a 20 vasos por campo de gran aumento
cercano al 35% (23). La inconsistencia de los resultados en estos y otros estudios
puede ser explicada por la heterogeneidad de la poblacién evaluada, por el
método de deteccion utilizado, por la estrategia para cuantificar la DMV, y por las
diversas intervenciones usadas. (26,27)

El aumento en la DMV se asocia con la alteracion de otros marcadores derivados
del endotelio vascular como el factor VIII, el CD34, la interleuquina 8 (IL8), el factor
de necrosis tumoral a (TNFa) y el VEGF. Un estudio que valoré 117 mujeres con
carcinoma de cérvix estado IB2, encontré una relacion directa y proporcional entre
la expresion de VEGF, la invasividad tumoral, el compromiso ganglionar y el
volumen de la neoplasia. (28). La intensidad de la expresién del VEGF
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cuantificada por inmunohistoquimica se correlacion6 de forma negativa con la SG,
hallazgo que confirmaron Gaffney y colaboradores al demostrar una asociacion
estadisticamente significativa entre este marcador y el compromiso de la SLP (29).

El gen VEGF-A (region cromosomica 6p21.3) da lugar, por “splicing” alternativo del
ARNmMm, a cinco isoformas distintas que corresponden a las proteinas de 121, 145,
165, 189 y 206 aminoacidos. Se han identificado otras moléculas estructuralmente
relacionadas con el VEGF que se unen a sus mismos receptores, como son
PDGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, y el homodlogo viral VEGF-E. El VEGF165, de
solubilidad y afinidad por la matriz extracelular intermedias entre el VEGF121 y el
VEGF189, es la isoforma mas abundante, y es producido por una gran cantidad de
tipos celulares. Estructuralmente, el VEGF165 es una glicoproteina homodimera
de 45 KDa, basica y con dominios de unién a la heparina, siendo por lo tanto
parcialmente soluble lo que facilita su retencion en la superficie celular y en la
matriz extracelular.

La tensién de oxigeno tiene un papel critico en la regulacion de la expresion
génica del VEGF. El HIF-1 es el regulador principal de la respuesta transcripcional
secundaria a la hipoxia, aunque otros factores de transcripcion, como AP-1, SP-1
y NFkB, tienen sitios de unién en la regién del promotor de VEGF. Ademas, otras
citoquinas y alteraciones tumorales pueden activar la expresion de VEGF, como
las mutaciones del gen Ras, la inactivacion del gen von Hippel-Lindau, o las
mutaciones en el p53. El VEGF se une, al menos, a tres receptores de tipo tirosin-
quinasa y a una proteina de membrana llamada neuropilina. Los tres receptores
se denominan VEGFR1 (FIt-1), VEGFR2 (KDR/Flk-1) y VEGFR3 (Flt-4). Los dos
primeros se encuentran en el endotelio vascular, y el ultimo se expresa
exclusivamente en los linfaticos. La sefial del VEGF transmitida a través de estos
receptores es capaz de fosforilar al menos 11 proteinas de las células endoteliales
y tumorales. EI VEGFR1 presenta una respuesta débil a la fosforilacion y
aparentemente media algunas senales que regulan la migracién celular. La
interaccion del VEGF con el VEGFR2 activa la proliferacion, migracion,
supervivencia y reorganizacion del citoesqueleto celular. Ademas, el VEGF no sélo
activa un programa de proliferacion en el endotelio, también pone en marcha
propiedades citoprotectoras especificas, descritas hasta ahora en los capilares en
desarrollo y en las neoplasias; estos cambios son promovidos por la via PI3K/Akt.
(30-33)

Varios estudios han relacionado la sobreexpresion del VEGF con el potencial de
metastasis y con la posibilidad de respuesta a la quimioradiacion en diversas
neoplasias ginecoldgicas. Bachtiary informé una mayor probabilidad de falla local y
a distancia en mujeres con cancer de cérvix que tuvieron niveles elevados de
VEGF en plasma (mayores de 244 pg/ml), evento que se relaciond con un
aumento en la expresidon proteica cuantificada antes de la administraciéon de la
radioterapia (34). De igual forma, Zusterzeel concluyd que la elevacién en los
niveles circulantes de VEGF se asocion 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 subtipos mas agresivos del VPH. (35)
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La proliferacion de las células en los tumores cervicales también depende de una
interaccion dinamica con su microambiente, en particular con las estructuras
vasculares, este entorno mantiene un avance irregular entre las sefales que
favorecen a la proliferacién y aquellas que la reprimen, evento que representa en
parte una clave para controlar la angiogénesis y la homeostasis en dichas
neoplasias. Varios estudios han demostrado que la hipoxia aumenta el flujo en las
arterias uterinas beneficiando el consumo de glucosa y la alteracion en la
densidad capilar. La hipoxia también representa uno de los principales indicadores
para el control de las células progenitoras normales y tumorales. En el cancer de
cérvix la hipoxia modifica el gradiente de oxigeno de multiples sustancias
quimiotacticas, y de otras proinflamatorias que favorecen la produccion de HIF-1a.
(32,33)

Por otra parte, Liu y colaboradores encontraron que la sobreexpresion de HIF-1a
promueve la radioresistencia a través de la supresion de la expresion de Bax (36-
37), efecto que es motivado por la produccién de las oncoproteinas E6 y E7 del
VPH. (38). Dellas y colaboradores investigaron la relacion entre la expresion de
HIF-1a cuantificada por inmunohistoquimica, la oxigenacién tumoral y los niveles
de hemoglobina en una cohorte de pacientes con carcinoma de ceérvix localmente
avanzado tratado con radioterapia; el estudio documenté que las pacientes con
especimenes negativos para el HIF-1a tuvieron una mejor SG a 5 anos, hallazgo
que se asocio con una menor fraccion intratumoral de pO2 (<5 mmHg) (39). Estos
datos han sido corroborados por multiples estudios que han evaluado la
inmunoreactividad para el HIF-1a en pacientes con cancer de cérvix y su impacto
sobre los desenlaces mas relevantes (40-42)

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 como el bevacizumab en mujeres con enfermedad
recurrente o metastasica. Este agente demostré una tasa de respuesta del 11% vy
una proporciéon baja de pacientes sin progresién de la enfermedad después de 6
meses de iniciada la intervencién (43). Algunos reportes adicionales soportan el
uso de este y otros antiangiogénicos en combinacidn con carboplatino y paclitaxel
como parte del tratamiento sistémico del carcinoma de cérvix avanzado (44-46)

El receptor para factor de crecimiento epidérmico (EGFR, Epidermal Growth
Factor Receptor) pertenece a la familia de receptores localizados en la membrana
plasmatica que presentan actividad tirosin-quinasa intrinseca. En humanos, el gen
que codifica el EGFR (c-erbB1) se encuentra en el brazo corto (regién p13-p12)
del cromosoma 7 y esta compuesto por 28 exones que ocupan un segmento de 75
kb. Este gen codifica una proteina precursora de 1.210 aminoacidos que posee
una corta secuencia lider hidrofébica en su extremo N-terminal que usa para su
insercion en la membrana, siendo posteriormente eliminada por procesamiento
proteolitico. El receptor maduro es una glicoproteina integral de membrana de 170
kDa que estd constituida por un dominio extracelular amino terminal, un unico
dominio transmembrana y un dominio citoplasmico carboxilo terminal en el que se
localiza el sitio catalitico responsable de la actividad tirosin quinasa. Algo mas de
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la mitad de la cadena polipeptidica del EGFR forma su dominio extracelular. Este
dominio, que contiene multiples residuos N-glicosilados ricos en manosa, presenta
dos zonas en las que existen un gran numero de residuos de cisteina, entre las
que se encuentra el sitio de union del ligando. Este sitio es especificamente
reconocido por una familia de factores de crecimiento que poseen modulos
estructurales semejantes al del EGF (Epidermal Growth Factor), su ligando
prototipo. Las cadenas glicosilicas del receptor parecen estar implicadas en el
correcto plegamiento del mismo y en su transporte a la superficie celular. El
dominio transmembrana, como otros segmentos proteicos helicoidales que
atraviesan membranas biolégicas, es rico en aminoacidos hidrofébicos; este
dominio juega un papel fundamental en la transmision de informacion a través de
la membrana plasmatica, ya que comunica el sitio de union del ligando extracelular
con el sitio catalitico tirosin quinasa intracelular. En el dominio citoplasmico del
EGFR se encuentra localizado el sitio catalitico responsable de su actividad tirosin
quinasa. En este dominio se encuentra un residuo de lisina (Lys721), que esta
implicado en la unién del ATP al receptor, y cinco residuos de tirosina (Tyr992,
Tyr1068, Tyr1086, Tyr1148 y Tyr1173) en su extremo mas distal, que son
susceptibles de ser transfosforilados después de producirse la dimerizacion del
receptor. Los residuos de fosfotirosina 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. (47,48)

El EGFR se encuentra alterado en el 80% de los carcinomas escamosos de
cérvix; Noordhuis y colaboradores demostraron recientemente que Ila
sobreexpresion del EGFR en mujeres con cancer de cérvix localmente avanzado
tratadas con quimioradiacion se asocioé de forma negativa con la SLP. Ademas, la
inmunoreactividad del EGFR y de su fraccion fosforilada fueron utiles para
predecir la respuesta al tratamiento de forma independiente al estado tumoral y al
patron histolégico dominante. Esta asociacion puede explicarse, al menos en
parte, por el papel que tiene el receptor en el proceso de reparacion del dafo
ocasionado sobre el ADN via activacion de la cascada de senalizacion PI3K/Akt.
(49)

Transicién epitelio-mesenquimal

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 las caderinas
mientras que las de adhesion célula-matriz extracelular involucran 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 inmdviles. En contraste, las células
mesenquimales, tienen una organizacidn menos rigida con menor cantidad de
uniones celulares y de moléculas de citoqueratina, mostrando propension a la
movilidad (50).
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En una situacion normal, 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 sirven para funciones como:
comunicacion, restriccién de la proliferacion, migraciéon 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 (51,52).

Cuando ocurre un proceso neoplasico, todo este ordenamiento sufre alguna
alteracién. Cambios a nivel genético y/o epigenético generan una serie de eventos
que resultan en la transicion de una célula epitelial polarizada, no movil (fenotipo
cubico) a una célula mesenquimal (fenotipo espiculado) no polarizada y movil, con
capacidad invasiva, proceso identificado y conocido como EMT (50).

La EMT 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 embrioldgico (incluyendo gastrulacion, en donde el
epitelio da origen al mesodermo), procesos de cicatrizacion, fibrosis vy
transformaciéon neoplasica. De esta forma, la EMT de divide en 3 tipos que
conllevan a diferentes consecuencias funcionales (52).

Transicion epitelio-mesenquimal en cancer

El proceso de EMT que ocurre en cancer es definido como la perdida de la
arquitectura epitelial normal generada por un deterioro de los contactos célula —
célula. A nivel molecular se evidencia por perdida de marcadores epiteliales como
la E-caderina y la baja regulaciéon citoqueratinas especificas y la aparicién de
marcadores mesenquimales que incluyen: fibronectina, N-caderina y vimentina
mas la adquisicion de fenotipo fibroblastoide maévil e invasivo. (1,4) Una vez la
célula mesenquimal alcanza su destino final sufre el proceso reverso conocido
como transicién mesenquimal-epitelial (EMT) (53).

Inductores de la transicion epitelio-mesenquimal

El proceso conocido como EMT puede ser inducido tanto por sefiales intrinsecas,
(por ejemplo mutaciones génicas) o por sefiales extrinsecas (como senalizacién a
través de factores de crecimiento). Dentro de los factores de crecimiento
conocidos que inducen EMT esta el factor de crecimiento transformante 3 (TGFpB),
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) (54-60). Recientemente, la sefalizacion a través de Notch
ha sido implicada en transicion EMT mediante la activacion del factor de
transcripcion Snail2 (Slug), un potente represor de la expresion de E-caderina
(12). Cambios en la composicién de la matriz extracelular (ECM) también son
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capaces de inducir EMT, como se observa con el colageno tipo | y con el acido
hialurénico (61,62).

Como se mencioné anteriormente, en el proceso de transicion epitelio-
mesenquimal (EMT), ademas de la pérdida de las capacidades de adhesion, las
células tumorales desarrollan procesos para ganar propiedades de migracion e
invasion a través de la disrupcién célula — célula que ha sido correlacionado con la
pérdida de la E-caderina. Esta pérdida puede ser causada por mutaciones
somaticas, hipermetilacion del promotor o por la accidbn de represores
transcripcionales como Slug, Snail, Twist1 y Zeb-1. La baja regulacion de la E-
caderina también se ha asociado con el desarrollo de carcinomas invasivos,
diseminacion metastasica y mal prondstico (63), 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” (64)
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VIII JUSTIFICACION

El Cancer de Cérvix es una de las neoplasias mas frecuentes en paises en vias de
desarrollo como los nuestros, con un impacto relevante en términos de mortalidad
y morbilidad. EIl tratamiento con quimioterapia y radioterapia se ha convertido en
el estandar de manejo para pacientes con enfermedad localmente avanzada
logrando beneficio en supervivencia global y libre de recurrencia, sin embargo por
razones todavia no establecidas un porcentaje importante de éstas pacientes
fallan a la terapia con opciones limitadas posteriores.

Se han intentado establecer caracteristicas o factores que permitan predecir que
pacientes fallaran a la terapia con quimio y radioterapia concomitante y establecer
quizas un manejo mas enérgico o prolongado en este subgrupo de mayor riesgo.
Estas caracteristicas o factores han sido tradicionalmente clinicos (Tamafio
Tumoral, compromiso ganglionar linfatico, profundidad de invasion, etc) y es en
ellos en los cuales se basan la mayor parte de sistemas de estadificacion, sin
embargo la evaluacion de éstos factores es un reto constante en la practica clinica
y ésta sujeta a errores frecuentes considerando las dificultades en su medicién, la
variabilidad entre observadores o la disponibilidad para ser utilizadas. De igual
manera su utilidad como predictor de respuesta al tratamiento es limitada o nula.

Desde hace varias décadas la caracterizacion genética de pacientes con cancer
ha permitido el mejor conocimiento del comportamiento bioldgico de las neoplasias
con implicaciones relevantes en identificacion de factores prondsticos, predictores
de respuesta a tratamiento y desarrollo de nuevas estrategias de manejo.
Establecer y analizar marcadores de induccion de EMT, asi como marcadores
asociados con angiogénesis y proliferacién celular puede contribuir a diferenciar
grupos de pacientes con un mayor riesgo de recaida tumoral y crear modelos
predictivos que integren éstos marcadores y las caracteristicas clinicas (Tamafio
tumoral, ganglios linfaticos, profundidad de invasion, etc.) y caracterizar de una
mejor manera a las pacientes con Cancer de Cérvix locamente avanzado.
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IX HIPOTESIS

Los marcadores de transicion epitelio mesénquima estaran asociados con la
expresion de genes relacionados con la angiogénesis y proliferaciéon tumoral
(EGFR, VEGF y HIF-1a) en el tejido tumoral y con la densidad microvascular en
dicho tejido.

De igual manera los marcadores de transicion epitelio mesénquima se asociaran
con supervivencia global y libre de recurrencia en pacientes con Cancer de Cérvix
localmente avanzado (Ib2-IVa), tratados con quimio y radioterapia concomitante,
seguido de braquiterapia endocavitaria. La adicion de gemcitabine al tratamiento
con cisplatino como radiosensibilizador podra modificar estos desenlaces.

X OBJETIVOS
Objetivo General

. Evaluar la asociacién de los marcadores de EMT (E-caderina y Twist 2)
con la densidad microvascular y la expresion proteica (cuantificada por
inmunohistoquimica) de los genes VEGF, EGFR y HIF-1a asociados con la
supervivencia y proliferacion del carcinoma de cérvix localmente avanzado tratado
con quimioradioterapia, seguida de braquiterapia endocavitaria en dos grupos de
pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia de México y uno del Centro
Oncologico de Colombia. (Fundacion para la Investigacion Clinica y Molecular en
Cancer).

Objetivos Especificos

. Determinar las caracteristicas clinicas y demograficas de una poblacion de
mujeres con cancer de cérvix localmente avanzado tratadas con el esquema
estandar de manejo en México y Colombia, el cual consiste en quimioradioterapia
utilizando Cisplatino, seguido de braquiterapia endocavitaria, asi como aquellas
tratadas con quimioradioterapia con la combinacion de Cisplatino y Gemcitabine,
seguido de braquiterapia endocavitaria.

. Determinar el estado de la expresidon proteica de los genes de E-caderina,
twist 2, VEGF, EGFR y HIF-1a  relevantes en el comportamiento del cancer de
cérvix localmente avanzado cuantificando su valor por inmunohistoquimica.

. Evaluar la asociacion de la expresién de E-Caderina y Twist2 con los genes
conductores de la angiogénesis y la proliferacion.
. Evaluar la asociacién de la expresion de E-caderina y twist 2 con la tasa de

respuesta global (TRG), Supervivencia libre de progresion (SLP), Supervivencia
Global (SG) y la mortalidad de acuerdo a los subgrupos de tratamiento analizados
(quimioradioterapia con cisplatino 'y quimioradioterapia con cisplatino-
gemcitabina).
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XI MATERIAL Y METODOS
a. Diseno del estudio

Es un estudio longitudinal de tres grupos de pacientes con cancer cervico-uterino
en etapas localmente avanzadas en E.C.IB2 a IVA.

Dos grupos de cohortes llevados a cabo en México en el Instituto Nacional de
Cancerologia y un grupo de cohorte en la Fundacién para la Investigacién Clinica
y Molecular en Cancer en Colombia.

El primer grupo en base al protocolo numero 004-009-OMI que se llevo a cabo
desde el 2004 al 2009 actualmente en vias de publicacion,

El segundo grupo llevado a cabo en el Instituto Nacional de Cancerologia de
pacientes tratadas con quimioradioterapia concomitante con el tratamiento
convencional de 1999 a 2005, y publicado en BMC woman Health 2006. (65)

El tercer grupo de pacientes llevado a cabo en la Fundacion para la Investigacion
Clinica y Molecular en Cancer en Colombia, tratadas con quimioradioterapia
concomitante con el tratamiento convencional publicado en abstracto en el
Congreso Post ASCO-ASH 5.0 (2011) y presentado parcialmente en el Congreso
de la European Society of Medical Oncology (ESMO 2011 - Poster N° 8044,
publicado en Acta Médica Colombiana 2012 y fue llevado a cabo en el periodo
comprendido de 1999-2008. (66)

Muestra de pacientes:

Grupo 1. 60 pacientes con cancer de cérvix localmente avanzados (E.C. IB2 a
IVA), tratados con QTRT con CDDP a 40 mgs /m2/S.C. y gemzar a 125
mgs/m2/S.C seguido de Braquiterapia convencional de baja tasa y seguimiento de
por lo menos 5 afios.

Grupo 2. 60 pacientes con las mismas caracteristicas con el tratamiento
convencional de QTRT con CDDP a 40 mgs /m2/S.C. seguido de Braquiterapia
de baja tasa en México y con seguimiento de por lo menos 5 anos.

Grupo 3. 61 pacientes con las mismas caracteristicas, tratadas convencionalmente
con QTRT con CDDP a 40 mgs /m2/S.C. seguido de Braquiterapia en Colombia y
con seguimiento de por lo menos 5 afos.

b. Muestreo y calculo de la muestra.
Debido a que este estudio es un analisis exploratorio y que se realizara un modelo
proporcional de COX, se considera que por cada variable que se incluya en el
modelo deben analizarse 10 pacientes, por tanto el tamafio de muestra por grupo
es de al menos 60 pacientes.
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c. Criterios de seleccion

Criterios de Inclusion:

e Haber participado en alguna de las cohortes descritas.

e Tener un seguimiento en las cohortes de al menos 5 anos.

e Confirmacién histolégica de cancer cervicouterino estadificado en
etapas clinicas localmente avanzadas (E.C. I1B2- IVA), que hayan
participado en las cohortes previamente mencionadas

o Histologia epidermoide, adenoescamoso, adenocarcinoma Yy

carcinoma de células vidriosas

Sin tratamiento previo

Enfermedad medible

Edad entre 18 y 70 afos.

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

Criterios de exclusion:

e Aquellas pacientes de los tres grupos que no tengan bloques
confirmatorios de tejido para realizar las pruebas moleculares
propuestas por este protocolo

Pareo de los tres grupos propuestos para este estudio

Se realiz6 un pareamiento de las cohortes para intentar homogeneizar al
maximo posible la muestra, considerando que cada una de las cohortes
tuvo criterios de inclusion, exclusion y eliminaciéon propios lo cual crea
poblaciones disimiles que pudiesen generar confusiones en los analisis
posteriores de factores prondsticos

Criterios de Pareo

e Edad=<>3
e Reporte histopatologico
e Estadio Clinico

d. Plan de analisis y Métodos para analisis estudios moleculares

Pacientes

La informacion sera extraida de los expedientes clinicos de 180 mujeres con
cancer de cérvix localmente avanzado (Etapas Clinicas FIGO IB2-IVA), tratadas
con quimio-radioterapia y braquiterapia en México y Colombia.

Estas pacientes seran valorados de forma independiente por los investigadores
que registraran los datos en un formato disenado para el estudio; luego seran
digitadas en una base de datos donde se examinaran usando el paquete
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estadistico SPSS® 21.0 (IBM software, Chicago, IL, EE.UU). Se consideraran y
analizaran diversas variables clinicas (edad, grado de escolaridad, historia de
exposicién al humo por combustion del tabaco, numero de afios de consumo de
tabaco, historia de infecciéon por VIH o de lesiones preneoplasicas previas, el
estado funcional basal cuantificado por el indice de Karnofsky, la histologia y
graduacion tumoral, el estado tumoral, las dimensiones del primario en
centimetros, la presencia de ganglios pélvicos sugestivos de compromiso
metastasico, el esquema y dosis de la radioterapia pélvica y de la braquiterapia
intracavitaria, la dosis y el numero de ciclos de quimioterapia). Se realizara un
analisis por subgrupos de cada una de los grupos y el estado al final del
seguimiento (viva o muerta, con o sin enfermedad) y diversos desenlaces como la
tasa de respuesta global (TRG), SLP, SG y la mortalidad (utilizando los criterios
RECIST 1.1) (67).

Inmunohistoquimica

Las siguientes pruebas se realizaran en el tejido tumoral obtenido al momento del
diagnostico del Cancer Cervicouterino. Las diferentes pruebas seran realizadas en
el Departamento de Patologia y el Laboratorio de Oncologia Traslacional del
Instituto Nacional de Cancerologia de México para los dos grupos de pacientes
tratadas en México. Para el caso de las pacientes tratadas en Colombia las
pruebas de realizaran en el laboratorio de Oncologia Traslacional de la Fundacion
para Investigacion Clinica y Molecular en Cancer (FICMAC).

Determinacion de la expresion del VEFG

Se cortaran secciones de parafina con un grosor de 5 mm, se montaran en
portaobjetos de cristal recubiertos de APES (3-aminopropiltrietoxisilano) vy
desparafinizaran, luego seran tratadas con peroxido de hidrogeno al 0,3% en
metanol para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Posteriormente, se
recuperara el antigeno por inmersion de las preparaciones en un tampon citrato
0,01 (citrato monohidratado 10 mM en agua destilada, pH=6,0). Después, se
enfriaran las preparaciones durante 15 minutos, se incubaran durante 30 minutos
con suero normal de conejo (NRS, X-0902 DAKO, Carpinteria, CA, USA), se
diluiran al 1,5 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para reducir la
tincion inespecifica de las zonas vecinas y se incubaran durante 60 minutos con
VEGF antihumano (anticuerpo policlonal, AB-293-NA, sistemas R&D, Oxford,
Reino Unido) diluido al 1:100 en PBS. Después de tres lavados con PBS, las
preparaciones se incubaran con anticuerpos biotinilados anticabra/conejo (RAG,
E-0466 DAKO, Carpinteria, CA, USA) diluido en 1:350 durante 30 minutos.
Ulteriormente, se expondran al complejo peroxidasa biotina-estreptavidina (DAKO,
Glostrup, Dinamarca) durante 30 minutos y se utilizara& como cromoégeno el
tetracloruro de diaminobencidina (DAB) (SIGMA, Poole, Dorset, Reino Unido).

Se realizara la contratincion con hematoxilina de Mayer. Una preparacion positiva
servird como control significativo, y como control negativo se utilizara la omisién
del anticuerpo primario. Para la evaluacién de la expresion del VEGF se seguiran
los métodos de puntuacion general descritos previamente por Kimura vy
colaboradores (68). En resumen, usando un aumento de 200 (camara de 0,12
mm2), la expresion de VEGF se graduara semicuantitativamente en dos grupos:
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<10% y 210% de células tumorales tefiidas como expresion negativa y positiva,
respectivamente.

Determinacion de la expresion del EGFR

Siguiendo el proceso descrito para el tratamiento del tejido tumoral embebido en
parafina se realizara la tincion para el EGFR usando el anticuerpo policlonal
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) IgG de conejo dirigido
contra el receptor. El anticuerpo se diluira 1:100 en PBS. Como controles positivos
se emplearan muestras de carcinomas de mama y los controles negativos se
realizaran con el mismo tejido del cérvix sin exposicion al anticuerpo. Los casos se
consideraran como positivos si la tincién es al menos 2 veces superior (2+) en
una escala de 1 a 4+, y si el 10% o mas de las células tumorales estuvieran
tefidas sobre el trasfondo sano o sobre el control negativo (69).

Determinacion de la expresion del HIF-1a

El tejido embebido en parafina se expondra al anticuerpo monoclonal anti-HIF1[J
(H72320; BD Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA) evaluando la
expresion nuclear de forma semicuantitativa siguiendo el porcentaje de células
afectadas y la intensidad de la tincion. Los casos con menos del 10% de células
positivas se consideraran negativos, y el resto seran positivas, valorando la
reactividad como débil (11%-50%), moderada (51%-80%) y fuertemente positiva
(>80%). Se descartaran las areas con necrosis, excepto si presentaban
formaciones tumorales adyacentes

Determinacion de la densidad microvascular

Las células endoteliales se tefiiran con CD31 (anticuerpo monoclonal, clon
JC/70A, isotipo IGG1, kappa, M-0823, DAKO, Carpinteria, CA, USA) en una
dilucién 1/40 (68). La densidad de los vasos sanguineos se determinara en zonas
con gran vascularizacién, en funcion de los criterios propuestos por Wedner y
colaboradores (70). En estas areas, la densidad de la microvasculatura se midira
por un analizador digital de imagenes (aumento de 200 y campo de 0,24 mm?2),
como fue descrito previamente por Tjalma y colaboradores (71)

Determinacion de TWIST2

El tejido embebido en parafina se expondra al anticuerpo monoclonal de raton anti
TWIST2 (3E10 de ABCAM, Reino Unido). Se analizar& mediante
inmunohistoquimica determinando inmunoreactividad citoplasmatica y nuclear. La
tincion citoplasmatica sera medida por extensién e intensidad la cual se graduara
en una escala arbitraria de 0 a 3: 0 negativa; 1 débil; 2 moderada y 3 fuerte. La
tincion nuclear sera medida usando amplificacién 400 x y 100 nucleos seran
contados de acuerdo al porcentaje de nucleos que muestren inmunoreactividad en
“hot spot”. El porcentaje de inmunoreactividad sera luego graduada de 1 a 3 de la
siguiente manera: 0: menor a 5%, 1: 5-10%, 2: 20-50% y 3 mayor al 50%.Un
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puntaje de 2 a 3 se considerara como alto nivel de expresion y un puntaje de 0 a 1
como bajo nivel de expresion.

Determinacion de E-Caderina

El tejido embebido en parafina se expondra al anticuerpo monoclonal de conejo
anti E-caderina (EP700Y de ABCAM, Reino Unido). Se analizara mediante
inmunohistoquimica reactividad a nivel de membrana celular y citoplasmatica para
E-Caderina. En membrana celular sera medido de acuerdo a los niveles de
inmunoreactividad de la siguiente manera: 0: negativo (menor a 10% de las
células positivas), 1 reactivo débil (70% de las células positivas), 2 reactivo
moderado (mayor a 70% de las células con nivel bajo o intermedio) y 3 reactivo
fuerte (mayor a 70% de las células con nivel alto). La inmunoreactividad
Citoplasmatico para E-Caderina sera graduada de manera similar a lo descrito
previamente para TWIST2 y se interpretara como normal o aberrante.

e. Andlisis estadistico

Los resultados se obtendran y describiran por medio de la determinacion de
frecuencias absolutas, relativas, medidas de tendencia central y de dispersion. El
analisis bivariado se realizara con tablas de contingencia sometidas a pruebas de
dependencia y asociacion utilizando la prueba de Q de Cochran para un analisis
pareado de 3 grupos y 2 categorias. Para todos los casos, el nivel de significancia
sera de p<0,05. Las estimaciones de supervivencia se realizaran utilizando el
modelo no paramétrico del limite del producto (método de Kaplan-Meier), y sus
funciones se compararan mediante la prueba Log-rank. Con el fin de valorar los
factores que influyeron sobre la supervivencia se realizara un analisis multivariado
utilizando el modelo proporcional de Cox (“stepwise model”) ajustando por estadio
clinico, histologia, edad, tratamiento previo, pais de origen y tamafio del tumor

El presente estudio fue aprobado por los comité de ética e investigacién de los
centros participantes en el estudio (013/013/ICl) (CEI/844).
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XIl RESULTADOS
a) Caracteristicas Generales de la poblacion

En este estudio se realizé un analisis preliminar con un grupo de 61 mujeres
pertenecientes a la cohorte de Colombia. Las edades de éstas pacientes fueron
entre los 29 y 75 afos. El 92% de la poblacion tenia menos de 65 afos, la gran
mayoria presentaba un estado funcional adecuado (indice de Karnofsky mayor al
70%). Cerca de la mitad de las pacientes en estudio no presentaban antecedentes
de exposicion al humo por combustion del tabaco, y en las 12 mujeres que
reportaron ser fumadoras, la media de afos de consumo fue de doce. Respecto a
antecedente de lesiones preneoplasicas, en el 47% de los casos no fue posible
obtener datos referentes a estudios de cribado previos, evidenciandose solo
positividad para el VPH en una minima cantidad de mujeres (n=7); ninguna tenia
historia de infeccion por VIH.

El tipo histolégico mas frecuente fue el carcinoma escamoso (n=58), 47.5% y 6.6%
fueron moderadamente y mal diferenciados respectivamente. En el 51% (n=31)
presentaban un volumen tumoral superior a los 6 cm; de acuerdo a la clasificacion
FIGO al momento del diagnostico el 2.3%, 47.5%, 4.9%, 37.7% y 3.3% tenian
lesiones estados IIA, IIB, llIA, llIB y IVA, respectivamente. S6lo una minoria de los
casos tuvo evaluacién invasiva de los ganglios pélvicos que fueron positivos en 5
mujeres. La Tabla 1 resume las caracteristicas principales de la cohorte
mencionada.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién en estudio.

Variable N (%)
Edad (media, DE) 52 (£10)
Edad por estratos
<65 afios 56 (91.8)
265 afios 5(8.2)
Estado funcional (IK)
<70 10 (16.4)
270 37 (60.7)
ND 14 (23.0)
Grado escolaridad
Primaria 14 (23.0)
Bachillerato 9 (14.8)
Vocacional/técnico 13 (21.3)
Posgrado 1(1.6)
Ninguno 10 (16.4)
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ND 14 (23.0)
Antecedente tabaquismo

No fumador 29 (47.5)

Fumador 12 (19.7)

ND 10 (16.4)
Numero de aios de exposicién al tabaco (media, DE) 12 (£7)
HIV (+) 0
Historia de lesiéon preneoplasica

Si 13 (21.3)

No 19 (31.1)

ND 29 (47.5)
Historia de infeccion por virus del papiloma humano (VPH)

Si 7 (11.5)

No 26 (42.5)

ND 28 (45.9)
Histologia

Escamoso 58 (95.1)

Adenocarcinoma 2 (3.3)

Adenoescamoso 1(1.6)
Grado histolégico

Gx 18 (29.5)

G1 10(16.4)

G2 29 (47.5)

G3 4 (6.6)
Tamaio tumoral (media, DE) 6.4 cm (£1.8)
Estado clinico (FIGO)

A 2(2.3)

1B 29 (47.5)

A 3 (4.9)

B 23 (37.7)

IVA 2(3.3)

Desconocido 2 (3.3)
Ganglios pélvicos positivos (biopsia escicional o BACAF)

Si 5(8.2)

No evaluados 56 (91.8)

FIGO: Federation International Ginecology Oncology; BACAF: biopsia por aspiracion con aguja fina.
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En 25 pacientes se interrumpid la teleterapia de forma no programada debido a
toxicidad (principalmente por diarrea [12 casos] y por cistitis actinica [4 casos]) y
en 12 mujeres se detuvo el tratamiento por limitaciones asistenciales de orden
administrativo. El 75% de las pacientes complet6 la braquiterapia de alta tasa y el
numero promedio de series de cisplatino administrados durante la concomitancia
fue de 4 (DEx1). Después de finalizar el tratamiento oncolégico, el 47% de las
pacientes habia logrado respuesta clinica y por imagen completa, y el 25% parcial.
Solo en 8 casos se documentd enfermedad estable o en progresion, y en 9
mujeres fue imposible obtener informacion referente al resultado final del
tratamiento. La mediana de seguimiento fue de 13.2 meses, periodo en el cual se
encontré progresion de la enfermedad en 31 casos. En la Tabla 2 se encuentran
discriminados los desenlaces después de la administracion de la quimioradiacion y
de la braquiterapia endocavitaria.

Tabla 2. Desenlaces principales después de la administracion de la quimioradiacion.

Desenlaces N (%)
Interrupciones no programadas en la teleterapia
No 33 (54.1)
Si, por toxicidad 13 (21.3)
Si, por otras razones 12 (19.7)
ND 3(4.9)
Tratamiento completo con braquiterapia de alta tasa
Si 46 (75.4)
No 11 (18.0)
ND 4 (6.6)
Numero de ciclos de carbo o cisplatino semanal
1 2(3.3)
2 3(4.9)
3 7 (11.5)
4 10 (16.4)
5 16 (26.2)
6 21 (34.4)
ND 2(3.3)
Estado clinico postratamiento
Ausencia de tumor 28 (45.9)
Tumor residual 19 (31.1)
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Desconocido 14 (23.0)

Estado tomografico postratamiento

Respuesta completa 29 (47.5)
Respuesta parcial 15 (24.6)
Enfermedad estable 5(8.2)
Enfermedad en progresion 3(4.9)
Desconocido 9 (14.8)
Progresioén de la enfermedad
Si 31 (50.8)
No 23 (37.7)
Desconocido 7 (11.5)

b) Desenlaces clinicos interés globales y de acuerdo factores

prondésticos clinicos

Las medianas de SG y la SLP en la poblacién general fueron 30.2 meses (1C95%
11.6-48.8) y 6.6 meses (IC95% 4.0-9.1), respectivamente (Figuras 1Ay 1B). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al discriminar la SLP segun
el tamafo tumoral (8.7 meses para las lesiones menores de 6 centimetros y 9.1
meses para las mayores de 6 centimetros; p=0.85), pero si al valorar la SG segun
esta variable (71 meses para las lesiones menores de 6 centimetros y 24 meses
para las mayores de 6 centimetros; p=0.02) (Figura 1C). La SLP (p=0.0001) y la
SG (p=0.0001) fueron significativamente superiores entre las pacientes que
lograron respuesta imaginolégica completa; relacion que no fue positiva para la
SLP segun el grado tumoral (p=0.23), pero si para la estadificacion siguiendo la
clasificacion FIGO (mayor tiempo sin evidencia de progresion entre los pacientes
con lesiones estados IIA y B; p=0.004). Los hallazgos fueron similares para la SG,

que también fue influenciada por el estado tumoral (p=0.01). (Figura 1D)
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Figura 1A y 1B: Supervivencia Global y Supervivencia Libre Progresién

1A

Figura 1C y 1D: Supervivencia Global segun tamafio tumoral y tipo de
respuesta

1C 1D

1B
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c) Relacion de la expresion de genes de EMT y genes de proliferaciéon
celular y angiogénesis

El 46% de las pacientes presentaron inmunoreactividad para EGFR sin que este
hallazgo fuera modificado por el tamafio tumoral (p=0.49), el estado (p=0.40), o el
grado histologico (p=0.12). El 57% de las pacientes con expresidén positiva del
EGFR tuvieron una alta reactividad para el VEGF evento que se relacioné en esas
16 mujeres con un impacto negativo sobre la SG (p=0.0001). El 50% de las
pacientes tuvieron una expresion anormal del HIF-1a siendo mayor entre quienes
presentaban neoplasias moderadamente diferenciadas, tumores en estado IIIB,
con elevacion en el VEGF y la DMV; entre estos, hubo una correlaciéon
estadisticamente significativa para el ligando del VEGFR (p=0.04), y para la
expresion del CD31 (p=0.03).

El 50.8% de las mujeres tuvo alteraciones en la DMV, evento que no fue
dominante para las lesiones de mayor gradacion (p=0.26), en aquellas con un
estado tumoral superior a Il (p=0.35) o en las que midieron mas de 6 cm (p=0.13).
No hubo relacion entre una DMV anormal y el tipo de respuesta (p=0.38), pero si
una tendencia positiva a que la infiltracion vascular fuera dominante en el
segmento de mujeres menores de 50 afios (p=0.06). El 88% y 62% de las mujeres
con DMV alterada tuvieron una alta expresion de VEGF vy HIF1-q,
respectivamente; en las mujeres con mayor reactividad para las proteinas
codificadas por los genes relacionados con angiogénesis se encontré una relacion
positiva para los cambios estructurales valorados por la DMV (p=0.027).

El 42.6 % (n= 26) de las pacientes tuvieron expresion alta de TWIST2 y esta se
relacion6 en el 34.4% con positividad para expresion de EGFR y en 31% con
positividad para expresion de VEGF. El 11.5% de la poblacion tuvo expresion de
los tres genes TWIST2, EGFR y VEGF. El 18% (n=11) fue negativo para expresion
de E-caderina; en el 9.8% esta negatividad se relacion con expresion de EGFR y
en el 6.6% con expresion de VEGF. Solo el 4.9% de las pacientes presentaron las
caracteristicas E-Caderina negativa, EGFR positivo y VEGF positivo. La tabla 3 y
4 describe el estado de expresidén marcadores de EMT y su relacion con genes de
proliferacion celular y angiogénesis.

Tabla 3. Expresién proteica marcadores transicion epitelio mesenquimal (EMT)

Expresién nuclear TWIST2 Expresién E-Caderina
Valor N (%) Valor N (%)
Baja expresion | 29 (47.5) Positiva 13 (21.3)
Alta expresion | 26 (42.6) Debil-Moderada | 34 (55.7)
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No dato 6 (9.8) Ausente 11 (18.0)
- - No dato 3 (5.0)
Total 61 (100) 61 (100)

Tabla 4. Relacion expresion de EMT y genes de proliferacion celular y angiogénesis.

EGFR (+)/TWIST2 (+) VEGF (+)/TWIST2 (+)
N (%) N (%)
Si 21 (34.4) 19 (31.1)
No 34 (55.7) 40 (65.6)
No dato 6 (9.8) 2(3.3)
EGFR (+)/E-Caderina (-) VEGEF (+)/
E-Caderina (-)
N (%) N (%)
Si 6 (9.8) 4 (6.6%)
No 48 (78.7) 52 (85.2)
No dato 7 (11.5) 5(8.2)
EGFR (+)/VEGF (+)ITWIST2 (+) EGFR (+)/VEGF
(+)/E-Caderina (-)
Si 7 (11.5) 3(4.9)
No 53 (86.9) 57 (93.4)
No dato 1(1.6) 1(1.6)
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d) Desenlaces clinicos de interés de acuerdo a marcadores de EMT y
expresion de genes de proliferacion y angiogénesis.

Cuando se analizé al SG de acuerdo a la presencia de marcadores de EMT
(Expresion de TWIST2 y/o no expresion de E-caderina), encontramos que la
positividad para TWIST 2 tuvo un impacto negativo en la SG. Aquellas pacientes
con positividad fuerte para TWIST 2 tuvieron una SG de 16 meses (IC 95% 14-18
meses) comparados con aquellas pacientes con TWIST negativo que mostraron
una SG media de 76 meses (IC 95% 58-95 meses) p=0.0001. De igual forma
cuando se analizé la SG de acuerdo a la no expresion de E-caderina la SG fue
menor (mediana de SG 17 meses IC 95% 13-21 meses) comparados con
aquellos con E-Caderina positivos (87 meses IC 95% 71-102 meses) p=0.02. Las
figuras 2A y 2B muestran la relacion entre los marcadores de EMT y la SG. La
presencia de marcadores de EMT no afecto la SLP (Figura 2C y 2D)

Figura 2A Supervivencia Global segun expresion de TWIST2
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2C

Figura 2B Supervivencia Global segun expresion de E-caderina

Figura 2C y 2D Supervivencia Libre de progresiéon segun expresion de TWIST2/E-
caderina respectivamente

2D

Log Rank P =0.43
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Cuando se asocio la positividad para expresion de genes relacionados con
proliferacion y angiogénesis (EGFR o VEGF) con la presencia de marcadores
de EMT el impacto en la supervivencia global fue incluso mayor al observado
para la sola positividad de marcadores de EMT. Cuando EGFR positivo se
asocio a E-Caderina negativo la SG observada fue de 14 meses (IC 95% 3-24
meses) comparado con EGFR negativo asociado E-Caderina positivo (mediana
31 meses IC 95% 14-NA) p=0.02. De igual manera la expresién de VEGF
asociado a E-caderina negativo tuvo un impacto negativo en SG [VEGF
negativo + E caderina positivo mediana SG 42 meses (IC 95% 25-NA meses)
comparado con VEGF positivo + E caderina negativo mediana SG 14 meses (
IC 95% 3-25 meses); p=0.00001. Las figuras 3A y 3B muestran el
comportamiento de SG de acuerdo a la expresion EGFR y E-caderina y de
acuerdo a la expresiéon VEGF y E-caderina respectivamente.

Figura 3A Y 3B Supervivencia Global segun la expresion de EGFR/E-caderina
y VEGF/E-caderina

3A 3B
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Al analizar el impacto en la SG de acuerdo a la coexpresion de TWIST2 y EGFR o
VEGF se evidencio un efecto similar al descrito previamente para E-caderina. Las
figuras 3C y 3D muestran esta relacion.

Figura 3C y 3D Supervivencia Global segun la expresién de EGFR/TWIST2 y
VEGF/TWIST2

Figura 3C Figura 3D

La expresion de tres marcadores en conjunto TWIST2, EGFR y VEGF también
tuvo un impacto significativo en la SG. Figura 4

Figura 4 Supervivencia Global segun la expresion de TWIST2, EGRF y VEGF
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XLa expresion anormal de genes asociados a proliferacion celular y angiogénesis
(EGFR, del VEGF y HIF-1a) impactaron en SG sin afectar la SLP (Tabla 5). Al
término del seguimiento el 57% de las mujeres habia muerto, evento influenciado
en el analisis multivariado de riesgos proporcionales por la expresion del EGFR
VEGF y TWISTZ2; para la pérdida de E-caderina el valor de p fue limitrofe. (Tabla
6). En 33 casos la causa de muerte estuvo relacionada con la progresiéon de la
enfermedad especialmente a nivel locoregional, y en 2 mujeres fue imposible

determinar la causa de muerte

Tabla 5 Expresion proteica genes asociados a proliferacién/angiogénesis y su relacion con los

principales desenlaces en estudio.

Variable Resultado N SLP (meses, P SG (meses, P
(%) IC95%) IC95%)
EGFR
Alterada 28 (45.9) 3.0 (1.7-5.3) 0.69 20 (12.4-28.2) 0.030
Negativa 26 (42.6) 5.2 (0.3-11.7) 48.5 (36.4-60.7)
ND 7 (11.5) -
DMV
Normal 21 (34.4) 2.7 (1.8-3.5) 0.60 25.6 (0.8-58.3) 0.66
Alterada 31 (50.8) 6.7 (4.2-8.9) 26.7 (11.0-42.4)
ND 9 (14.8) - -
VEGF
Baja 24 (39.3) 3.0 (0.7-5.3) 0.65 58 (44.5-71.5) 0.026
Moderada 10 (16.4) - -
Alta 19 (31.1) 1.2 (0.6-1.8) 18.7 (15.1-22.4)
Ausente 4 (6.6) 8.0 (4.6-11.4) 26.6 (9.0-44.2)
ND 4(6.6) - -
HIF
Alterada 30 (49.2) 4.3 (1.0-7.7) 0.59 24.0 (7.1-42.0) 0.037
Negativa 23 (37.7) 7.0 (4.3-9-7) 52.0 (40.0-63.0)
ND 8 (13.1) -
Tabla 6 Analisis multivariado para la supervivencia global (Modelo de Cox).
Variable P 1C95%
Inferior Superior
TWIST2 0.001 1.621 6.747
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E-Caderina 0.052 1.035 2173
EGFR+/VEGF+/TWIST+ 0.663 0.191 2.863
EGFR 0.015 1.661 12.660
Densidad microvascular 0.704 0.153 3.556
HIF1«a 0.15 0.52 54.5
VEFG 0.002 1.419 4.684
Tamaiio tumoral 0.073 0.928 5.245
FIGO 0.525 0.470 1.470
Infeccién HPV 0.244 0.350 1.306
ECOG basal 0.868 0.328 3.755
Compromiso ganglionar 0.126 0.198 1.221
Exposicion a tabaco 0.873 0.416 2.809
XIll DISCUSION

El cancer de cérvix continua ocupando los primeros lugares en prevalencia y
letalidad por cancer en nuestros paises; tanto en México como en Colombia
constituye la segunda neoplasia mas comun y la segunda causa de muerte por
cancer (5-8).

El tamizaje mediante la citologia cervicovaginal ha permitido una disminucion
dramatica en la frecuencia y mortalidad de esta neoplasia, sin embargo nuestros
paises continuan rezagados en la implementacion y cobertura de ésta estrategia
de tamizaje por diversas razones econdmicas y geopoliticas.

El papel de la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) en el desarrollo
del cancer de cérvix es bien conocido. La generacién de varias oncoproteinas (E6
y E7 principalmente) por parte de éste virus interfiere en la capacidad de la célula
del epitelio cervical para regular la proliferacion y crecimiento celular al afectar
genes primordiales (RB, P53) que intervienen en el control del ciclo celular y la
muerte celular programada o apoptosis (15-17).

Asi mismo el aumento de la expresion de genes relacionados con la proliferacion
celular y la angiogénesis parece estar ligado estrechamente a la infeccién por
VPH. Diversos estudios han demostrado que las oncoproteinas de VPH
(especialmente E6) promueven la expresion de VEGF a través de diversos
mecanismos como inhibicién de trombospondina 1, aumento de niveles de HIF1q,
entre otros, derivando en angiogénesis (24,25). Diversos marcadores de
angiogeénesis han sido evaluados en pacientes con cancer cervicouterino
relacionandose con desenlaces clinicos adversos. El aumento en la densidad
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microvascular (DMV) medida por cuantificacion de la expresion de CD31 se ha
relacionado con un prondstico adverso en pacientes con cancer cervicouterino. Un
estudio fase lll en pacientes con cancer de cérvix demostréo que el aumento de
DMV se relacionaba con peor SLP y SG (25); similares resultados arrojé un
estudio realizado en poblacion mexicana en donde 118 pacientes fueron
evaluadas para DMV encontrando un pronostico adverso para aquellas con DMV
de 20 vasos/mm? (72); en contraposicion un estudio en poblacién colombiana no
encontré que la DMV impacte negativamente en la SG ni en la SLP. (66). En
nuestro estudio la DMV no influyd en los principales desenlaces clinicos
evaluados.

La expresion HIF1a, uno de los principales reguladores del proceso de
angiogénesis, se ha relacionado con las oncopotreinas E6 y E7 del VPH (37). De
igual manera en diversos estudios se ha demostrado que la expresion elevada de
HIF1a impacta negativamente en los desenlaces clinicos evaluados (39-41). En
nuestro estudio la expresion de HIF1a no impactd en SG ni en SLP.

VEGF al unirse a algunos de sus receptores en especial al receptor tipo 2
(VEGFR-2) activa diversas sefales de proliferacion, migracion, supervivencia y
reorganizacion del citoesqueleto; estas senales tienen como objetivo mas
destacado la proliferacion endotelial y formacion de la neovasculatura (30-32).
Gaffney y colaboradores demostraron que la expresion elevada de VEGF en el
tejido tumoral medida por Inmununohistoquimica en pacientes con cancer de
cérvix EC IB2- IVA tratadas con Radioterapia influencié negativamente en la SG
(30) Adicionalmente analizaron otros marcadores de angiogénesis como CD34,
demostrando que la expresion elevada de éste marcador impacta también de
manera negativa en la SG. En concordancia nuestro trabajo logra también
demostrar que la sobreexpresion de VEGF influye negativamente en la SG de las
pacientes con cancer de cérvix; nuestro estudio tiene la ventaja de haber
analizado un grupo mayor de pacientes, analizar los resultados con una estrategia
de tratamiento estandar en la actualidad como es la quimio-radioterapia seguida
de braquiterapia endocavitaria y haberse realizado un ajuste de los resultados
teniendo en cuenta otros factores clinicos ademas del estadio clinico que hubiesen
podido influenciar los desenlaces clinicos evaluados; de ésta manera es evidente
que la expresion elevada de VEGF impacta de manera negativa en el prondstico
de éstas pacientes y es independiente de la presencia de factores clinicos
presentes.

Se ha demostrado que la presencia de marcadores de transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) se relaciona con invasion y progresion celular tumoral en
tejidos analizados de pacientes con cancer de cérvix (73,74). De manera particular
la expresion de la oncoproteina E7 del VPH se ha relacionado con induccion de
cambios caracteristicos de EMT (75). Myong y colaboradores demostraron que la
pérdida de E-caderina y la adquisicion de vimentina (marcadores de EMT)
estuvieron presentes en pacientes coreanas con carcinoma epidermoide de cérvix
(invasor o microinvasor) pero no en aquellas pacientes con lesiones preinvasoras
(76), definiendo asi a EMT como un conjunto de caracteristicas que denotan
proliferacion, crecimiento y capacidad invasora en pacientes con cancer de cérvix.
En concordancia con estos estudios nosotros logramos demostrar que la
presencia de marcadores de EMT denota agresividad tumoral y esto impacta
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negativamente en el pronostico de pacientes con cancer de cérvix. En nuestro
estudio la presencia de TWIST 2 y pérdida de E-caderina se relacioné con una
menor SG, traduciendo los diversos hallazgos en estudios preclinicos en
probables aplicaciones clinicas al definir marcadores prondsticos en pacientes con
cancer de cérvix.

Diversos estudios en modelos de lineas celulares tumorales han logrado
demostrar la relacion existente entre la presencia de inductores de angiogénesis
(ej anoxia/hipoxia, HIF-1a) con la presencia de marcadores de transicion epitelio-
mesenquimal (EMT). HIF-1a induce transicion epitelio-mensenquimal a través de
regulares de EMT incluyendo SNAI1; asi mismo la expresién de factores
relacionados con EMT ejercen una retroalimentacion positiva sobre los niveles de
SNAI1 a través de activacidén de receptores de crecimiento relacionados con las
vias de sefializacion MAPK y PI3K generandose asi un circulo continuo entre
angiogénesis y EMT (77,78). Estudios realizados en lineas celulares tumorales o
células preinvasoras han demostrado que al adicionar VEGF a los cultivos
celulares se induce la aparicion de marcadores de EMT generando crecimiento,
proliferacion y capacidad de invasion de éstas células (79, 80). Nuestro estudio
logra demostrar in vivo que la expresion elevada de VEGF se relaciona con la
presencia de marcadores de EMT y esta asociacion se relaciona con una menor
supervivencia global, siendo en nuestro conocimiento el primer estudio en
demostrar el impacto de esta asociacion en pacientes con cancer de cérvix. La
expresion de marcadores de EMT tiene relevancia primordial en pacientes con
cancer de cérvix que pudiesen ser candidatas a terapias anti-VEGF; un trabajo
recientemente presentado por Tewari y colaboradores en la reunién anual de la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO 2013) demostré que la adicidon
de bevacizumab, una terapia anti VEGF, a la quimioterapia en pacientes con
cancer de cérvix recurrente o metastasico reduce en 19% el riesgo de muerte
aumentando la SG en comparacién con aquellas pacientes que no recibieron esta
terapia (81) Diversos estudio en modelos celulares y clinicos han demostrado que
EMT es uno de los mecanismos de resistencia a las terapias anti-VEGF (82,83),
podriamos por tanto postular a EMT como un conjunto de marcadores predictivos
de respuesta a ésta terapia, es necesario por consiguiente realizar trabajos
enfocados a evaluar EMT en éste contexto.

La sobrexpresion de EGFR se ha relacionado con un peor prondstico en pacientes
con cancer de cérvix. Diversos estudios clinicos han demostrado que la expresién
elevada de EGFR impacta negativamente en SLP y en SG (referencias); en
concordancia con éstos estudios nuestra trabajo logra demostrar que la
sobreexpresion de EGFR se asocid con una menor SG y fue un factor
independiente para este desenlace.

Buscando relacionar estos complejos procesos celulares se ha logrado identificar
que la presencia de hipoxia induce la sobreexpresion de EGFR y este fendmeno
lleva a la aparicion de fenotipos celulares con caracteristicas de transicion
epitelio-mesenquimal (85). Nuestro estudio logra demostrar que la sobreexpresion
de EGFR se relaciona con la presencia de marcadores de EMT y de manera
relevante que ésta asociacion tienen influencia en el prondstico. La presencia de
los tres fendmenos (angiogénesis medido por expresion de VEGF, sobreexpresion
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de EGFR y presencia de EMT) tuvo un impacto negativo en términos de SG en
nuestras pacientes evaluadas.

Modelos preclinicos y clinicos han demostrado que uno de los mecanismos
resistencia a terapias anti EGFR es la presencia de transicion epitelio-
mesenquimal. Con los resultados de nuestro estudio podriamos demostramos que
un porcentaje de las pacientes que sobreexpresan EGFR tienen marcadores de
EMT y que tal vez esta asociacion pudiese ser la explicacion a la no respuesta a
las terapias anti-EGFR que se han intentado utilizar en las pacientes con cancer
de cérvix (85-87), por supuesto son necesarios ensayos clinicos prospectivos que
respondan a éste cuestionamiento.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones en especial las que tienen que ver con
el numero limitado de pacientes analizados, esto pudiese explicar en parte el no
impacto que se observd con los resultados en la supervivencia libre de
progresion; sin embargo es de resaltar que el presente reporte corresponde a un
preliminar del inicialmente planteado, es posible que ésta limitacién sea superada
una vez completado el analisis en toda la muestra planeada.

No es posible plantear con estos resultados alguna influencia del tipo de
tratamiento de quimioterapia dado como concomitancia, ya que toda la poblacion
analizada corresponde a pacientes tratados con cisplatino como quimioterapia
concomitante a la radioterapia. Esperaremos los resultados del presente estudio
en aquellas pacientes tratadas con cisplatino y gemcitabine.

Resulta relevante en el establecimiento del prondstico de las pacientes con cancer
de cérvix contar con la genotipificacion que incluya el patrén mesenquimal. Es
posible que éstas caracteristicas permitan definir una mejor terapia, incluida
aquellas terapias blanco que ya han demostrado beneficio en éstas pacientes.

XIV CONCLUSIONES

Los desenlaces encontrados en la serie son equivalentes a estudios
experimentales reportados previamente.

Cuatro condiciones influyeron negativamente sobre la supervivencia global sin
modificar el curso de la supervivencia libre de progresion, la expresion de EGFR,
VEGF, TWIST 2 vy el volumen tumoral inicial.

Estos resultados tienen relacion con el prondstico del cancer de cérvix localmente
avanzado, y algunos de ellos, podrian ser controlados con la administracién de
terapias dirigidas contra la angiogénesis y la via del factor de crecimiento
epidermoide.

La expresion de VEGF/EGFR determina el prondstico de la enfermedad, en
especial cuando hay pérdida de la E-Caderina y aumento en la expresion de
TWIST. Estas dos ultimas variables modifican la SG cuando se evaluan de forma
individual o en conjunto con el aumento en la expresion de VEGF/EGFR.

La infeccidon por el VPH induce la transicion epitelio mesenquimal, en particular al
favorecer la proliferacién via EGFR y al facilitar la angiogénesis.

Existe una influencia positiva sobre el pronéstico, de la genotipificacién que incluya
el patron mesenquimal en el cancer de cérvix localmente avanzado tratado con
quimioradiacion.
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