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ABREVIATURAS

4E-BP1: 4E-binding protein 1 (proteina de union al factor 4E)

ADN: 4cido desoxiribonucleico

AKT/PKB: Protein Kinase B (proteina quinasa B)

ARN: &cido ribonucleico

EGFR: epidermal growth factor receptor (receptor del factor de crecimiento epidérmico)
elF4E: eucariotic Initiation Factor 4E (factor de iniciacion eucariotico 4E)

ERK: Extracellular-Signal Regulated Kinase (quinasa regulada por sefales
extracelulares)

ESO: epitelio de superficie ovéarica

FIGO: Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia

FISH: Fluorescent In Situ Hybridization (hibridacién in situ fluorescente)

HER: Human Epidermal Growth Factor Receptor (receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase (quinasa activada por mitdgenos)
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STIC: Serous Tubal Intrapithelial Carcinoma (carcinoma intraepitelial tubarico)

TMA: Tissue microarray (matriz de tejido)

UICC: Unibén Internacional contra el Cancer






. INTRODUCCION







1 CARCINOMAS DE OVARIO

1.1 GENERALIDADES

Los carcinomas de ovario representan aproximadamente el 30% de los tumores
malignos del aparato genital femenino, representando el segundo tipo de cancer del
aparato genital femenino mas frecuente tras los tumores de endometrio (1). Los tumores
de ovario representan en Espafia el octavo cancer en frecuencia en las mujeres mientras
gue supone la sexta causa de muerte por cancer, siendo el tumor ginecoldgico con
mayor indice de mortalidad (2, 3). En 2012 se diagnosticaron 3236 nuevos canceres de
ovario en Espafa, representando el 3.7% de los tumores malignos en las mujeres (ver
FIGURA 1). Respecto a la mortalidad, supone un 4.8% de las muertes por cancer en
mujeres, produciendo 1878 fallecimientos (3) (V&BURA 2). Las estadisticas son
similares en otros paises desarrollados: en los Estados Unidos representa el octavo
cancer mas frecuente en las mujeres, siendo un 3% del total, sin embargo es la quinta
neoplasia con mayor mortalidad, representando un 6% del total de muertes por cancer
(4). En Europa, constituye la séptima neoplasia maligna més frecuente y la quinta con
mayor mortalidad (5). La supervivencia global a los 5 afios es de cerca del 50%,
dependiendo de diversos factores que se discutiran mas adelante entre los que cabe
destacar el estadio de la enfermedad, el tipo histolégico o el grado de diferenciacion,

entre otros.
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FIGURA 1. Incidencia de cancer en mujeres en Espafia
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FIGURA 2. Mortalidad por cancer en mujeres en Espafia
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Clinicamente son tumores que no producen sintomatologia en las fases iniciales. Suelen
manifestarse por distension abdominal o sensacion de masa abdominal y, en ocasiones,
si el tumor es maligno o funcionante, puede cursar con sangrado vaginal (6). Si el
crecimiento del tumor es rapido o bien presenta hemorragia, puede cursar con dolor
abdominal. Pueden aparecer complicaciones como la torsién, rotura o infeccién, siendo,
en general, poco frecuentes. La ausencia de sintomatologia precoz o especifica provoca
gue en el 70% de casos el tumor se haya extendido fuera del ovario en el momento del
diagnostico. En la actualidad no existen sistemas de deteccién precoz del cancer de

ovario (7).

Se conocen escasos datos referentes a la etiologia o factores predisponentes al cdncer de
ovario, la mayor parte de ellos epidemioldgicos. Los factores mas aceptados estan en
relaciéon al numero de ciclos ovuladores de la mujer. De este modo, la multiparidad, la
lactancia materna y la toma de anticonceptivos orales reducen el riesgo de desarrollar un
carcinoma de ovario (8). La diferente incidencia de neoplasias de ovario en los paises
desarrollados, parece indicar que el estilo de vida occidental incluye algun factor de
riesgo como la obesidad, las dietas ricas en carnes y grasas animales, asi como en
derivados lacticos, concretamente ricas en galactosa (6). En el 7% de casos se ha podido
observar agrupamiento familiar de casos y en un 1-3% se han identificado sindromes
genéticos asociados a carcinoma de ovario. EI mas importante es secundario a
mutaciones de los genes supresores BRCAL1 y BRCA2 asociados a cancer de mama. Las
mutaciones de BRCAL se asocian con mayor frecuencia a cancer de ovario (9). Existe
otra asociacion genética con cancer de ovario en el sindrome de cancer de colon
hereditario no originado en pdlipos o sindrome de Lynch, en el que las pacientes

presentan un riesgo del 8% de padecer un cancer de ovario. En este sindrome se
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observan disfunciones de los genes reparadores del ADN, como el MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2. Otros factores que se han relacionado con el cancer de ovario pero que
no estan totalmente aceptados son los tratamientos inductores de la ovulacion, los

tratamientos estrogénicos y las ooforitis subclinicas por el virus de la parotiditis.

1.2 HISTOGENESIS

Hasta hace poco, la hip6tesis mas aceptada sobre el origen de los tumores epiteliales del
ovario es que se originan del epitelio de superficie ovarica o germinal, es decir, el
mesotelio especializado que recubre el ovario (10-12). Esto era debido a que el ovario
no posee otro elemento epitelial de forma fisioldgica del que se puedan originar estos
tumores. De hecho, se creia que en su mayor parte, los tumores epiteliales de ovario no
se originan directamente del epitelio de superficie, sino de quistes y glandulas
producidas por la invaginacion del mismo en el estroma ovarico, que se producen tras la
ovulacion o pequefias adherencias inflamatorias o tras procesos reparadores. Estos
quistes de inclusion sufririan un proceso de metaplasia de tipo mulleriano, explicado por
dos teorias: el epitelio incluido queda expuesto de forma directa a la accion hormonal
del estroma ovarico, hecho que no se produce en el epitelio se superficie ya que esta
separado del mismo por la tinica albuginea. A favor de esta teoria estaba que habia una
relacion epidemiologica entre el nimero de ciclos ovuladores y la incidencia de cancer,
asi como de la presencia de mutaciones de p53 en este epitelio (13). También, el hecho
de que de forma experimental se conseguian generar tumores similares a los de ovario a
partir de células del epitelio de superficie del ovario. Igualmente, se podia explicar la

existencia de los diversos tipos histologicos dado que en el epitelio de superficie se
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podian observar focos de metaplasia milleriana. Asimismo, la observacion de lesiones
displasicas en el epitelio de superficie adyacente a los tumores apoyaba que pudiera
tratarse del lugar de donde se originaban los mismos.

Sin embargo, en contra de esta teoria estaba el hecho de que dado que el epitelio de
superficie del ovario es un mesotelio modificado, los tumores que se originaban en el
mismo no se parecian ni morfolégicamente ni inmunofenotipicamente a los originados
en el mesotelio (14). Por otro lado, la ausencia practicamente total de lesiones en las
piezas de ooforectomia profilactica de pacientes con riesgo familiar de cancer de ovario,
fundamentalmente carcinomas de tipo seroso, era un factor en contra de esta teoria (15,
16) , si bien puede observarse un aumento en el numero de quistes de inclusion o
cambios de pseudoestratificacion en el epitelio (17). En un estudio se compararon las
caracteristicas morfolégicas y algunas alteraciones moleculares recurrentes en los
carcinomas de ovario en piezas de ooforectomia de pacientes con mutaciones de
BRCA1 y mujeres sanas, y no se observaron diferencias (16). Sin embargo, en el
estudio de anexectomias profilacticas, la Unica lesion que podia tener un papel como
precursor estaba en la porcion fimbrica de la trompa de Falopio. Se observaron cambios
displasicos en el epitelio que, ademas, presentaban sobreexpresion de p53 que se
asociaba a mutaciones de la misma (18). De esta forma, se describi6 como carcinoma
intraepitelial tubarico seroso (STIC) en los casos en los que habia lesion morfoldgica, y
como ‘P53 signature” las lesiones que solo presentaban la alteracion de p53 pero no
displasia del epitelio (19, 20). Cuando se revisoé si la presencia de estas lesiones en la
trompa se asociaba con los carcinomas serosos de la zona pélvica (ovario, trompa y
peritoneal), se vio que un porcentaje elevado de casos, en alguna serie de hasta el 70%,
ésta estaba presente (21). Otra evidencia mas a favor de considerar esta lesién como

precursora era que la mutacion de p53 que se identificaba en la trompa era la misma que
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la que se observaba en el tumor, demostrando de esta manera, una relacion clonal entre
ambas lesiones (22). De esta forma, la teoria actualmente aceptada, es que los
carcinomas serosos de ovario se originarian a partir del epitelio tubarico de la zona
fimbrica, que adquiriria la mutacion de p53 y que posteriormente presentaria cambios
displasicos hasta convertirse en un carcinoma invasivo. La hipotesis de cdmo origina un
carcinoma de ovario y no uno tubarico es que durante la ovulacion el epitelio tubarico
entra en contacto con la zona de rotura del epitelio de superficie ovarico por donde se
expulsa el 6vulo. Restos de este epitelio pueden quedar en el ovario conde originarian
un quiste de inclusién a partir del cual se desarrollaria el carcinoma (23). Esta hipotesis
concuerda parcialmente con la observada previamente por Auersperg (10), pero la
diferencia es que los quistes de inclusion son de origen tubarico. Este hecho, se ha
podido demostrar inmunohistoquimicamente ya que se observan 2 tipos de quistes de
inclusion en el ovario. Los primeros, son quistes serosos originados del epitelio de
superficie y que expresan calretinina y son negativos para PAX8 y tubulina, y los
segundos que muestran el mismo perfil que el epitelio tubarico normal, con expresion
de PAX8 y tubulina y ausencia de calretinina (24). Ademas, este perfil de tipo tubarico
es el que se observa en los carcinomas de tipo seroso (25).

Los tipos de tumores que se originan a partir de este epitelio son los de tipo seroso que
incluye diversos tipos que tienen vias patogénicas diferentes. Kurman propone 2 vias: la
tipo 1 que originaria los carcinomas de bajo grado y la tipo 2 que origina los carcinomas
de alto grado (2). En ambas vias estarian implicados mecanismos moleculares diferentes
como se tratara mas adelante.

No todos los carcinomas de ovario presentan estas caracteristicas morfologicas ni
patrones inmunohistoquimicos, por lo que algunos carcinomas de ovario pueden tener

otros origenes. Se ha visto asociacion de algunos carcinomas y la presencia de
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endometriosis ovarica. Esta asociacion se ha visto con mayor frecuencia en los
carcinomas endometrioides y en los de células claras, representando el 42% de
carcinomas endometrioides y el 50-90% de los carcinomas de células claras (26-28).
Uno de los mecanismos por los que se cree que ocurre la endometriosis ovarica es la
menstruacion retrégrada y ya desde hace afios, se observd que las pacientes que se
habian sometido a una histerectomia o0 a las que se les habia realizado una ligadura
tubarica presentaban menor riesgo de desarrollar un cancer ovérico (29). Con el
desarrollo de técnicas de biologia molecular, se propuso que la mayoria de carcinomas
endometrioides y los de células claras se originarian en endometriosis (30) basandose en
gue todas estas lesiones presentan alteraciones genéticas comunes como son las LOH
(pérdidas de heterocigosidad en los cromosomas 9p, 11q y 22q). A pesar de estas
evidencias algunos autores cuestionaban esta asociacion (31). Recientemente, con la
descripcion de las mutaciones de ARID1A en las endometriosis y en los carcinomas
endometrioides y de células claras se apoya claramente la asociacién patogenética de los
mismos (32). ARID1A codifica la proteina BAF520a y cuando existe mutacion del gen

no se produce la proteina. En el estudio realizado por Wiegand se demuestra que la
endometriosis asociada al tumor muestra la ausencia de expresion de la proteina igual
qgue el tumor, mientras que los focos de endometriosis no relacionados con el tumor si
qgue la expresan. Con estos resultados, se apoya la relacion entre ambas lesiones y
ademas puede indicar que, el hecho de aparecer la mutacién, es un factor de riesgo a
desarrollar el carcinoma (32).

Los carcinomas mucinosos y los transicionales son los que tienen un origen
patogenético menos evidente. Los primeros, se originan de epitelio de tipo intestinal por
lo que no se trata de tumores millerianos. También cabe destacar la asociacidén entre

tumores mucinosos y tumores de Brenner por lo que podrian tener una relacion
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patogenética. Se han barajado 2 hipétesis para intentar explicar su origen. La primera es
gue se podrian originar a partir de teratomas, es decir, a partir de epitelio de tipo

intestinal de un teratoma. En este sentido, se han descrito tumores mucinosos de ovario
asociados a teratomas quisticos maduros (33), por lo que los carcinomas podrian
originarse en teratomas monodérmicos cuando no se identifican elementos de las otras
capas embrionarias. La segunda hipétesis es a partir de los nidos de Walthard, que son
quistes de inclusién que han sufrido un proceso de metaplasia intestinal y que se
encuentran en condiciones normales en la superficie de la trompa. En ocasiones
presentan aspecto quistico con metaplasia mucinosa, con células caliciformes. De
hecho, el 25% de los tumores mucinosos presentan alguna zona de tipo transicional y el
16% de los tumores de Brenner tienen areas mucinosas (34). Sin embargo, hasta el
momento, no se ha demostrado claramente el origen de estos tipos tumorales ni la

existencia de lesiones precursoras.

1.3 CLASIFICACION HISTOLOGICA

La clasificacion de los tumores de ovario es fundamentalmente morfoldgica, sin
embargo intenta reflejar conceptos referidos a su embriogénesis y a su histogénesis
(35). Dado que muchos de estos conceptos siguen sin aclarar, su clasificacion esta sujeta
a modificaciones. La clasificacion actual esta basada en que el ovario esta constituido
por 4 tipos principales de tejidos que pueden dar origen a las distintas neoplasias:
epiteliales, células germinales, cordones sexuales y estroma ovarico especializado. La
clasificacion actualmente aceptada es la de la OMS (2014) (1), que se muestra en el

CuADRO 1, limitada a los tumores epiteliales-estroma.

18



CuADRO 1. Clasificacion de los tumores epiteliales de ovario (OMS 2014)

Tumores del epitelio de superficie — estroma

Tumores serosos
Benignos
Cistadenoma seroso
Adenofibroma seroso
Papiloma seroso de superficie
Tumores borderline
Tumor seroso borderline / tumor seroso proliferante atipico
Tumor seroso borderline variante micropapilar / Carcinoma seroso de bajo grado no
invasivo
Malignos
Carcinoma seroso de bajo grado
Carcinoma seroso de alto grado

Tumores mucinosos

Benignos

Cistadenoma mucinoso

Adenofibroma mucinoso
Tumores borderline

Tumor mucinoso borderline / Tumor mucinoso proliferante atipico
Malignos

Carcinoma mucinoso

Tumores endometrioides
Benignos
Quiste endometridsico
Cistadenoma endometrioide
Adenofibroma endometrioide
Tumores borderline
Tumor endometrioide borderline / tumor endometrioide proliferante atipico.
Malignos
Carcinoma endometrioide

Tumores de células claras
Benignos
Cistadenoma de células claras
Adenofibroma de células claras
Tumores borderline
Tumor de células claras borderline / tumor de células claras proliferante atipico
Malignos
Carcinoma de células claras

Tumores de Brenner
Benigno

Tumor de Brenner
Tumores borderline
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Tumor de Brenner borderline / tumor de Brenner proliferante atipico
Malignos
Tumor de Brenner maligno

Tumores seromucinosos
Benigno
Cistadenoma seromucinoso
Adenofibroma seromucinoso
Borderline
Tumor seromucinoso borderline / tumor seromucinoso proliferante atipico
Malignos
Carcinoma seromucinoso

Carcinoma indiferenciado

1.3.1 Tumores serosos

Tumores serosos benignos

Son los tumores mas frecuentes del ovario representando el 25% de los tumores
benignos del ovario. Suelen diagnosticarse en la 42-52 década de la vida. Son bilaterales
en <20% de los casos. Pueden ser quisticos, papilares y adenofibromatosos. Pueden
tener gran tamafo y ser uni o multiloculados, considerandose el tamafio minimo para
llamarlo cistadenoma el de 1cm, La morfologia del epitelio es similar al de la trompa
de Falopio, pudiendo observarse cilios en la mayoria de casos. Cuando se acompafan de
abundante estroma fibroso, se llaman adenofibromas que caracteristicamente son
sélidos. Cuando crecen de forma papilar y tipicamente de forma exofitica se denominan
papilomas serosos de superficie. Son lesiones totalmente benignas aunque pueden
recurrir tras la extirpacion. Se cree que son tumores que se desarrollan por expansion

hiperplasica de los quistes de inclusion.
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Tumores serosos borderline

Son tumores no invasivos que presentan mayor proliferacion epitelial y mayor atipia
gue los cistadenomas. Suelen originarse en mujeres mas jévenes que las de los
carcinomas, siendo la edad media de 42 afios (36). Suelen tratarse de lesiones quisticas
de gran tamafo, que en un 30-50% de los casos es bilateral (37). Habitualmente
muestran un crecimiento papilar intraquistico, pero en ocasiones puede también
aparecer en la superficie del ovario, asociandose a la presencia de implantes
peritoneales con mayor frecuencia. En la clasificacion de la OMS previa (38), se
definian 2 tipos de tumores borderline segun su patrén de crecimiento, con una forma
usual o clasica y una forma micropapilar, que en la clasificacién actual se han separado
en 2 entidades diferentes. Dentro de la categoria borderline, actualmente Unicamente se
contempla la forma clasica en la que se observan papilas de crecimiento jerarquico, es
decir, en papilas que se van subdividiendo en papilas mas pequefias de forma
progresiva. Las papilas estan revestidas por un epitelio de tipo cilindrico o cubico, en el
gue tipicamente se pueden ver cilios. De forma focal y en un area de <5mm puede verse
el segundo tipo de patron de crecimiento que es el micropapilar. Igualmente, pueden
identificarse focos de microinvasion del estroma. En ellos, se observan células con
mayor citoplasma, de aspecto eosindéfilo y con un frecuente artefacto de retraccion y que
pueden ocupar como maximo un area de 5mm. Estas areas pueden encontrarse en hasta
el 10% de tumores borderline sin tener impacto en el curso clinico de la enfermedad
(39). Otras veces, puede detectarse reaccion desmoplasica del estroma, pasando a
denominarse carcinomas microinvasivos, aunque no se sabe cual es el impacto
prondstico de este grupo.

En estos tipos tumorales se pueden encontrar implantes peritoneales que pueden ser de 2

tipos: invasivos y no invasivos. Los no invasivos se han subclasificado en implantes de
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tipo epitelial cuando forman estructuras papilares y de tipo desmoplasico cuando son
grupos de células en un estroma reactivo (40). Los implantes invasivos presentan
infiltracién destructiva de la zona donde asientan y es importante diferenciarlos de los
no invasivos, dado que se asocian a recidivas en un 65% de casos respecto a los no
invasivos que lo hacen en un 14% de casos (41).

Los tumores serosos borderline en estadio | tienen un comportamiento como el de un
tumor benigno, mientras que los que se asocian a implantes, sobre todo si son invasivos,
se asocian a un mayor indice de recurrencias, pero alcanzan un supervivencia del 95%
(39). Aproximadamente un 5% de los tumores borderline progresan a carcinomas
serosos de bajo grado y van a ser los que van a tener un comportamiento mas agresivo,
pudiendo matar a las pacientes (37).

El segundo tipo de tumor borderline es la variante micropapilar o carcinoma no invasivo
de bajo grado. Se caracteriza por un patron de crecimiento peculiar en el cual existen
unas papilas de mayor calibre que en el convencional, de la que salen mudltiples
crecimientos papilares de pequefio tamafio, comparandose con la “cabeza de medusa”.
También pueden presentar patron cribiforme. Las células epiteliales presentan atipia
moderada. Para hacer este diagnostico se requiere que uno de estos patrones sea
observado en >5mm o en el 10% del tumor. La importancia de este diagndéstico radica
en gque estos tumores se asocian con mas frecuencia a implantes invasivos y tienen peor

pronostico que las formas tipicas (42).

Carcinomas serosos.
El carcinoma seroso de bajo grado es un carcinoma invasivo que muestra atipia
citologica baja y que representa la progresion de un tumor borderline de tipo

micropapilar (2). Son poco frecuentes y representan el 5% de los carcinomas serosos
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(43). La edad de aparicion es similar a los tumores borderline y unos 10 afios menor que
los carcinomas de alto grado. En bastantes casos es posible encontrar areas de tumor
borderline aunque el tumor puede presentar patrones diversos, siendo habitual encontrar
células aisladas o pequefios nidos de células tumorales infiltrando un estroma reactivo.
Con frecuencia se observan cuerpos de psammoma. No se encuentran caracteristicas
gue se asocien a agresividad tumoral como necrosis, atipias marcadas o elevado niamero
de mitosis. Estos tumores si estan limitados al ovario presentan buen prondstico, con
supervivencias del 95% a los 5 afios. Si afectan otras localizaciones el prondstico es
malo dado que no responden a la quimioterapia (44).

A favor de que estos tumores tengan una via patogénica distinta a los carcinomas de alto
grado, estd el hecho de que ambos presentan alteraciones moleculares distintas. En el
50-60% de los carcinomas de bajo grado pueden detectarse mutaciones que afectan
KRAS o BRAF (45). Ademas, estas mutaciones también se pueden encontrar en los
tumores borderline por lo que apoya molecularmente que estos carcinomas pueden ser
la progresiéon de un tumor borderline.

El carcinoma seroso de alto grado se trata del carcinoma de ovario mas frecuente
representando el 50% de los mismos. La edad media de presentacion es de 63 afios
siendo mas frecuente en paises occidentales (1). Suelen presentarse como masa ovaricas
de tamafos variables, sélido-quisticas y que suelen presentar areas de necrosis y
hemorragia. En la mayoria de casos la enfermedad ya se extiende fuera del ovario en el
momento del diagndstico. Son tumores que pueden mostrar diversos patrones de
crecimiento, siendo el papilar el mas caracteristico, pero puede ser sélido o glandular,
formando hendiduras que tipicamente se ramifican. Las células presentan marcada
atipia con presencia de nucleos pleomorficos y multinucleados de forma aislada. Son

frecuentes las figuras de mitosis y pueden encontrarse cuerpos de psammoma.
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Inmunohistoquimicamente expresan WT1 nuclear, CA125 y en la mayor parte de casos
p53, traduciendo mutacién del gen TP53. A diferencia de los carcinomas de bajo grado,
esta es la alteracion molecular que caracteriza a estos tumores (46). Por otro lado, es el
carcinoma que desarrollan las pacientes portadoras de mutaciones de BRCAl1 y BRCA2
de forma hereditaria (47). En general, son tumores de mal prondstico, sobre todo por el

hecho que la mayoria se diagnostica en estadios avanzados.

1.3.2 Tumores mucinosos

Tumores mucinosos benignas

Suele tratarse de tumores de gran tamafo, unilaterales y que pueden alcanzar los 30 cm
de didmetro (1). Se han distinguido 2 tipos de tumores en funcion del tipo de epitelio. El
mas frecuente es el tipo intestinal y se caracteriza por presentar células caliciformes y en
ocasiones células de Paneth o neuroendocrinas. El segundo tipo, es mucho menos
frecuente y es el llamado mulleriano o de tipo endocervical. Este segundo tipo, no esta
contemplado en la clasificacion de la OMS dentro de esta categoria y se considera
dentro de los tumores seromucinosos. Son tumores productores de moco y éste, en
ocasiones, diseca el tejido fibroso de la capsula ocasionando el llamado pseudomixoma
ovarii que puede verse en el 10% de casos. Como se ha comentado en el apartado
histogénesis, en el 10% de casos se asocia a tumor de Brenner. La alteracion molecular
mas caracteristica es la mutacién de KRAS que puede observarse hasta en un 58% de
casos (48). Su comportamiento es totalmente benigno aunque se han descrito recidivas

tras su exéresis.
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Tumores mucinosos borderline

Se trata de tumores que presentan mayor proliferacién celular y mayor atipia que los
tumores benignos. Como en los cistadenomas, el epitelio puede ser de tipo
gastrointestinal o de tipo endocervical, aunque en la clasificacion actual de la OMS
anicamente incluye la primera dentro de los tumores mucinosos (1). Son tumores que
pueden darse en un amplio rango de edad siendo la edad media de presentacion los 39
afios. Como en los tumores benignos, suelen ser de gran tamafio y unilaterales,
habiéndose descrito masas de hasta 50cm de didmetro (49). Estas neoplasias pueden
tener areas tipo cistadenoma junto a areas borderline y focos de carcinoma, por lo que el
muestreo debe ser extenso para realizar un diagndstico correcto. Caracteristicamente, se
trata de tumores multiloculados, repletos de material mucoide, sin identificarse papilas
ni crecimientos sélidos. Al estudio microscépico, la proliferacion suele verse en forma
de proyecciones papilares de pequefio tamafo, de aspecto velloglandular que crecen
hacia la luz del quiste,. También puede observarse pseudomixoma ovarii y, como en los
tumores serosos, focos de microinvasion. Se define como un area de <5mm de
infiltracién del estroma, generalmente en forma de células aisladas o grupo pequefios de
células. Los tumores mucinosos borderline pueden presentar 2 caracteristicas
particulares. La primera es el llamado carcinoma intraepitelial, que se trata de areas
donde la proliferacién se presenta en forma de un aumento en el nUmero de capas de
células y que, ademas, presentan mayor grado de atipia. La segunda son los nédulos
murales, en los que se observa proliferacion estromal atipica de tipo sarcomatoide o
focos de carcinoma anaplasico. Como en los tumores benignos también presentan
mutaciones de KRAS (48). La mayoria de casos tienen buen pronéstico, sin poder
excluirse totalmente que los de comportamiento mas agresivo contengan areas de

carcinoma que no se hayan detectado en el estudio histoldgico (1).

25



Carcinomas mucinosos.

Son carcinomas infiltrantes constituidos por células de tipo gastrointestinal, con
produccion de mucina. Son tumores poco frecuentes, representando el 3-4% de los
carcinomas de ovario. Las caracteristicas clinicas de estos tumores son superponibles a
las de los tumores mucinosos borderline. Macroscopicamente, suelen ser también de
gran tamafo, unilaterales y multiquisticos y al corte pueden presentar areas sélidas.
MicroscOpicamente pueden encontrarse 2 patrones de infiltracion: el primero es el
patrén expansivo, con glandulas densas, con muy escaso estroma, y el segundo es el
patrén de infiltracion destructivo del estroma, que es menos frecuente y presenta
desmoplasia con glandulas irregulares. Suele haber necrosis y actividad mitética
aumentada. Los carcinomas mucinosos no tienen un sistema de gradacion especifico.
Arquitecturalmente suelen ser bien diferenciados por lo que el grado de atipia nuclear es
el que marca el grado histolégico y habitualmente se evalla como bien, moderadamente
o poco diferenciado. En los carcinomas también pueden haber nédulos murales de tipo
sarcomatoide, constituidos por células epiteliales pleomdérficas. Los carcinomas suelen
presentar mutaciones de KRAS en el 75% de pacientes (50). En cuanto al prondstico,
los tumores en estadios iniciales es bueno, por los avanzados tienen tendencia a
recidivar en <3afos, siendo peor en aquellos casos que presentan un patron destructivo

del estroma que los que presentan el patrén expansivo (51).

1.3.3 Tumores endometrioides

Tumores endometrioides benignas
En la actual edicién de la OMS (1) se consideran los quistes endometridsicos en el
ovario dentro de esta categoria. Esto es debido a que en algunos de ellos se ha detectado
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mutaciones de ARID1A y de PIK3CA idénticas a las que se han observado en algunos
carcinomas de ovario, demostrando su naturaleza clonal (52). Los quistes
endometrioides en los que no se puede demostrar claramente la presencia de estroma
endometrial deben clasificarse como cistadenomas endometrioides. La otra forma de
presentacion de los tumores benignos endometrioides es en forma de adenofibroma, en
los que el tumor es predominantemente sélido con abundante componente fibroso.

También puede asociarse a focos de endometriosis.

Tumores endometrioides borderline.

Representan un continuo con los adenofibromas endometrioides, mostrando mayor
densidad glandular, mayor estratificacién nuclear y mayor atipia, con areas similares a
la hiperplasia atipica de endometrio y sin mostrar areas de invasién destructiva del
estroma. Muchos de estos tumores muestran endometriosis y en algunos el endometrio
presenta hiperplasia endometrial o bien carcinoma endometrioide (53). Habitualmente
son tumores sélidos de tipo adenofibromatoso pero también pueden ser quisticos con la
proliferacion glandular intraquistica, pero en la mayor parte de casos se puede reconocer
un area adenofibromatosa. Puede observarse metaplasia escamosa moruliforme como en
otros tumores endometrioides. También se ha descrito la microinvasion, definida como
en los otros tumores por la existencia de areas invasivas de <5mm. ElI comportamiento
es el de un tumor benigno, incluso en los escasos casos en los que se han descrito

implantes peritoneales (53).

Adenocarcinoma endometrioide.
Se define como un carcinoma de caracteristicas superponibles al carcinoma

endometrioide uterino. Siguiendo este criterio, representan el 10-15% de los carcinomas
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de ovario (54). La edad de presentacion es algo inferior a la del carcinoma seroso, con
una edad media de 55-58 afios (54). En el 42% de casos se identifica alguna zona de
endometriosis ya sea en el mismo ovario o en alguna otra zona pélvica (55).

Macroscépicamente suelen ser masas unilaterales de 10-15cm, sélido-quisticas, que
cuando se originan en un quiste endometriésico pueden crecer en forma de nddulo
intraquistico. Microscopicamente, estan constituidos por glandulas adosadas, areas
cribiformes o areas papilares de tipo velloglandular. Pueden presentar focos de

diferenciacion escamosa, cambios secretores, cambios oxifilicos o bien zonas de tipo
cordones sexuales o sertoliforme. Para definir el grado de diferenciaciéon se usan los
mismos criterios que en el cancer de endometrio, siendo en el ovario con frecuencia
bien diferenciados y los altos grados dificiles de distinguir de los carcinomas serosos.

En el 15-20% de casos se asocia a carcinoma de endometrio (56), suelen ser bien
diferenciados y la relacion o independencia de ambos tumores debe establecerse por
criterios clinico-patologicos (57). En general, los carcinomas endometrioides tienen

mejor pronostico que los serosos debido a que se diagnostican con mas frecuencia en
estadios iniciales. Aunque en alguna serie se ha descrito mejor prondstico incluso en

estadios mas avanzados (54)

1.3.4 Tumores de células claras

Tumores benignos.
Son tumores muy poco frecuentes y de morfologia adenofibromatosa, con glandulas de
tamafios variables que estan revestidas por células con citoplasma claro o eosinofilico

(58) y que pueden asociarse a endometriosis.
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Tumores de células claras borderline.

Son tumores similares al adenofibroma de células claras pero con mayor densidad
glandular y con mayor atipia citolégica pero en los que no se identifica invasiéon del
estroma. Son muy poco frecuentes (58) y se dan en mujeres de 60-70 aflos de edad.
También pueden presentar focos de endometriosis. En los casos con mucha densidad
glandular, el diagndstico diferencial con el carcinoma de células claras puede ser muy

dificil. EI comportamiento de estas lesiones es totalmente benigno (58).

Carcinoma de células claras.

Estos tumores se dan en mujeres mas jévenes, con una edad media de 55 afios (59) y en
mas de la mitad de casos se puede encontrar focos de endometriosis asociada. Algunos
casos se han descrito asociados a sindrome de Lynch (60). Clinicamente puede cursar
con cuadros paraneoplasicos tipo hipercalcemia o fendmenos trombaoticos (61). Suelen
tratarse de tumores sélidos con multiples quistes de pequefio tamafio y coloracion
amarillenta. MicroscOpicamente puede presentar diversos patrones de crecimiento
combinados en el mismo tumor, predominando el tabulo-quistico, el papilar y el sdlido.
Las células son marcadamente atipicas con citoplasmas amplios o eosindéfilos, que
tipicamente protruyen en las luces glandulares ofreciendo la imagen en “tachuela”. El
aspecto claro del citoplasma con acumulo de glucégeno, aunque también puede
detectarse mucina en algunos de ellos. Pueden acompafarse de cuerpos de psammoma.
Respecto al pronéstico, hay estudios en que detectan una menor supervivencia en

estadios avanzados respecto a otros tipos tumorales (62).

29



1.3.5 Tumores de células transicionales

Tumor de Brenner.

El tumor de Brenner es el mas frecuente de los tumores de células transicionales del
ovario representando el 5% de los tumores epiteliales del ovario (1). Suelen ser
hallazgos incidentales dado que la mayoria son de tamafio microscopico, pero pueden
alcanzar raramente los 10cm. Suelen ser unilaterales y de aspecto solido y elastico ya
gue se caracterizan por tener un estroma fibroso que contiene nidos de células
transicionales sin atipias, bien delimitados y no es infrecuente encontrar calcificaciones.
Algunos de los nidos pueden tener aspecto quistico con contenido mucinoso. En
ocasiones, este componente mucinoso es muy marcado constituyendo tumores mixtos
Brenner-mucinoso. Clinicamente, tienen un comportamiento totalmente benigno
habiéndose descrito casos que el estroma es funcionante y las pacientes presentan

sintomas endocrinos como virilizaciéon (63).

Tumor de Brenner borderline.

Son tumores similares a los de Brenner benignos pero con mayor proliferacion epitelial
de la habitual. Suelen ser de mayor tamafio y pueden tener areas quisticas. En alguna
zona del tumor normalmente se identifica alguna area de tumor de Brenner benigno y es
frecuente encontrar areas mucinosas. Su comportamiento es benigno, aunque se han

descrito recidivas.

Tumor de Brenner maligno.

Son tumores que morfolégicamente son similares a los carcinomas uroteliales y de

forma menos frecuente, de tipo escamoso, que esta asociado a un tumor de Brenner
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benigno o borderline (1). Este hecho es importante ya que muchos tumores poco

diferenciados, especialmente los serosos pueden tener areas de aspecto transicional.

1.3.6 Otros tipos histologicos

Existen otros tipos histolégicos poco frecuentes como los seromucinosos, escamosos,
mixtos o indiferenciados. De éstos, los ultimos son aquellos que no se les identifica
ninguna area que permita clasificarlos en los grupos anteriores y suelen presentarse
como masas solidas de células con marcada atipia, necrosis y abundantes mitosis. En
estos casos, como en todos los carcinomas de ovario es importante descartar que pueda

tratarse de metastasis de tumores de otros origenes.

1.4 ALTERACIONES MOLECULARES EN LOS CARCINOMAS

DE OVARIO

El cambio de concepto sobre la histogénesis de los carcinomas de ovario, ha permitido
ordenar las alteraciones moleculares observadas en los tumores para vislumbrar un
modelo de carcinogénesis, en el cual se describen 2 vias o tipos: tipo | que origina

carcinomas de bajo grado y la tipo Il que daria lugar a los carcinomas de alto grado (2)

1.4.1 TP53

TP53 es un gen supresor tumoral que se ha descrito alterado en multiples tumores
humanos (64, 65). La proteina p53 tiene multiples funciones entre las que se incluyen la
regulacion de la transcripcion, la reparacion del ADN, el ciclo celular, la diferenciacion,

la senescencia, la inestabilidad gendmica, la apoptosis y supervivencia, asi como el

metabolismo de la glucosa, el estrés oxidativo y la angiogénesis (65). Las células
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normales tienen niveles de expresion bajos de la proteina debido a que tiene una vida
media corta. La sobreexpresion de la proteina se observa cuando estd mutada o cuando
se alteran los mecanismos de regulacién de la traduccion o modificaciones post-
traduccionales de la misma (66, 67).

Como se ha comentado en el capitulo de histogénesis, la mutacién de TP53 es un evento
inicial en el proceso de carcinogénesis de los carcinomas serosos, ya que se detecta en
las lesiones precursoras que se describen en las trompas. Esta es una mutacion de ocurre
de forma esporadica y que se ha relacionado con mutaciones espontaneas que ocurren
durante la proliferaciéon celular (68). La mutacion de TP53 se ha descrito tanto en
cancer de ovario esporadico como hereditario y es una de las alteraciones mas
frecuentes estando presente en el 40-60% de los carcinomas avanzados, sobre todo de
tipo seroso (69). Representa la alteracidon molecular que caracteriza a los carcinomas de

tipo Il o de alto grado (2)

1.4.2 Vias de sefnalizacion

Diversas moléculas implicadas en las vias de sefializacién se han descrito alteradas en
los carcinomas de ovario. KRAS y BRAF representan los oncogenes que con mas
frecuencia se describen alterados en estos tumores, estando KRAS mutado en mas del
20% de casos y BRAF en aproximadamente el 10% de casos. Estas mutaciones se dan
fundamentalmente en los carcinomas de tipo I, es decir, en los carcinomas de bajo grado
tanto serosos como menos frecuentemente en otros tipos histolégicos (70). Las
mutaciones de KRAS se dan fundamentalmente en tumores borderline serosos y
mucinosos, en una frecuencia del 22% y del 46% respectivamente (70) Las de BRAF se
limitan al codén 600 del gen siendo la mas frecuente la V600E y se puede identificar
hasta en un 30% de los tumores borderline serosos y en el 10% de los carcinomas
serosos de bajo grado (71). Las mutaciones de KRAS y BRAF son mutuamente

32



excluyentes y representan la alteracion genética mas importante de este modelo
carcinogenético. Se han publicado varios estudios en los que se comparan las
mutaciones de KRAS y BRAF entre el tumor borderline y sus implantes, con resultados
discordantes. Ardighiegt al encuentran una correlacion clara entre las mutaciones que
presenta el tumor primario y los implantes, por lo que concluyen que éstos derivan del
primero y no se trata de tumores sincrénicos (72). Sin embargo, este hecho no se
demuestra en otros trabajos en los que se observa heterogeneidad genética entre el
tumor primario y los implantes peritoneales, indicando la necesidad de tener en cuenta
esta variabilidad al elegir la terapia mas apropiada o para poder explicar la repuesta
parcial de algunos tumores a terapias dirigidas (73). En general, el estado mutacional de
KRAS y BRAF tiene poca repercusion clinica dado que no tiene un valor prondstico
destacable. Ademas, actualmente no existen tratamientos efectivos aunque se estan
desarrollando nuevos farmacos y existen diversos ensayos dirigidos contra estas vias.
Dentro de las vias de sefalizacibn también se han descrito mutaciones en PI3K,
concretamente en la subunidad catalitica PIK3CA. Fundamentalmente se detectan en
carcinomas de tipo endometrioide y de células claras (74, 75). Se pueden detectar
mutaciones puntuales en el 4-12% de casos y también se han descrito amplificaciones
génicas en el 13-35% de casos que conducen a una activacion constitutiva de la
molécula y por tanto una activacién de la via de sefalizacion de AKT y mTOR (76).
Ademas, son mutaciones que ocurren de forma temprana en el proceso de
carcinogénesis (77)

Otra molécula que actia en el mismo punto de la via contrarrestando el efecto de PI3K
es PTEN. Se trata de un gen supresor y por tanto la inactivacion del mismo es lo que
tiene efecto oncogénico. Esta suele ocurrir por mutacion del mismo o por pérdida de

heterocigosidad. También se observa en los carcinomas de células claras y
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endometrioides en aproximadamente el 22% de casos (76). El interés de la alteracion de
estas moléculas en estos tipos histoldgicos esta en que apoya la histogénesis de estos
tumores en la endometriosis dado que son las alteraciones mas habituales en los
carcinomas de endometrio. Igualmente, también se han descrito otras mutaciones
también presentes en los carcinomas de endometrio como las mutaciones de beta-
catenina (74) o la inestabilidad de microsatélites (78). Dentro de este contexto de
alteraciones genéticas que se asocian a la endometriosis cabe mencionar ARID1A. Se
trata de un gen que codifica la proteina BAF250a que forma parte de un complejo de
remodelacion de la cromatina y que regula multiples procesos de la célula (32). Esta
alteracion se encuentra presente en el 46% de los carcinomas de células claras y en el

30% de los carcinomas endometrioides.

1.4.3 Angiogénesis

Por angiogénesis se conoce el proceso por el que se forman nuevos vasos y que esta
altamente regulado por multiples citoquinas. Esta formacion de vasos es fundamental
para multiples procesos fisioldgicos que van desde la embriogénesis, a la inflamacion o
reparacion (79). Ademas, representa una de las caracteristicas asociadas al cancer, dado
gue las células tumorales son capaces de generar las citoquinas necesarias para generar
nuevos vasos por los que le llegue el oxigeno y los nutrientes (79, 80). Son mdltiples las
moléculas que intervienen en este proceso y van desde las relacionadas con la hipoxia a
los mediadores. Estos son principalmente de la familia VEGF o PDGF, con sus
receptores u otras moléculas relacionadas con la matriz extracelular como las
metaloproteasas o los factores de crecimiento fibroblastico (81).

En el cancer de ovario se han relacionado con el proceso de diseminacion. Se ha
demostrado que las células mesoteliales pueden secretar factores proangiogénicos
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facilitando la implantacion en el peritoneo de células tumorales existentes en el liquido
ascitico (82, 83). El interés de este proceso en cancer de ovario ha sido las posibilidades
terapéuticas con inhibidores de la angiogénesis como bevacizumab (84, 85), sin

embargo, la eficacia del tratamiento no ha sido la esperada.

1.4.4 Receptores de factores de crecimiento epidérmico

Diversos miembros de la familia de los receptores de crecimiento epidérmico se han
estudiado en cancer de ovario. Los cuatro miembros de la familia, EGFR (HERL1),
HER2, HER3 y HER4 se han relacionado con el proceso de carcinogénesis y con el
prondstico en estos tumores. Son receptores de membrana constituidos por 3 dominios,
uno extracelular al que se une el ligando; uno transmembrana o de anclaje, y; uno
intracelular que contiene la parte activa que es la tirosina quinasa. El receptor se activa
tras su dimerizacion, es decir, al emparejarse con otra molécula igual u otro miembro de
la familia, cuando el ligando se une al dominio extracelular. Al aproximarse los
dominios tirosina quinasa de ambos, se fosforilan y como resultado, se activa la cascada
de sefalizacion intracelular (86). El interés de estas moléculas es la existencia de
farmacos que pueden bloquearlas, por lo que constituyen dianas terapéuticas.

EGFR raramente se encuentra mutado en los carcinomas de ovario a diferencia de lo
que ocurre en pulmén (87). Sin embargo, si se puede encontrar sobreexpresion
inmunohistoquimica por lo que éste método ha sido el utilizado en diversos estudios
(88). Una tercera parte de los carcinomas de ovario sobreexpresan la proteina sin
observarse correlacion con otras variables histopatoldgicas ni clinicas. Tampoco se
observan diferencias en el prondstico ni respuesta a tratamientos. También se ha

descrito la amplificacion génica en el 35% de casos, estando este hecho relacionado con
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menor supervivencia global (87). Ademas, la presencia de deleciones en el exén 4 se
relaciona con menor respuesta a la quimioterapia (89).

HER2 se encuentra sobreexpresando en el 10-20% de los carcinomas de ovario aunque
s6lo en el 5% de los casos se observa amplificacién genética (70, 90-92). Como ocurre
con EGFR, no correlaciona con tipo histolégico, grado o estadio. Respecto al valor
prondstico, los resultados son muy variables en la literatura y en gran parte es explicable
por las diferencias metodoldgicas entre los estudios, en los que se usan anticuerpos
primarios con actividad diferente y criterios de valoracion distintos E83pa mayoria

de estudios no se observan diferencias en la supervivencia entre los casos positivos y los
negativos excepto en un estudio en que, Unicamente si coexiste la sobreexpresion de
HER2 con la positividad de p53, tienen peor supervivencia de forma significativa (93)

un trabajo en el que la sobreexpresién de HER2 es un factor de mal pronéstico en
cancer avanzado de ovario por su relacién con quimiorresistencia (94).

HER3 se ha estudiado en carcinomas de ovario y se ha descrito sobreexpresado en el
53% de los mismos (95). En este trabajo se estudiaron 116 casos y no se observaron
correlacion con las diferentes variables clinico-patolégicas como el tipo histoldgico,
grado o estadio. Ademas, no observaron correlacion con la expresion de HER2 ya que
encontraron pocos casos positivos. Sin embargo, se encontré que la expresién de HER3
tenia un valor prondstico importante.

HER4 ha sido el menos estudiado de los miembros de esta familia y hay escasos
trabajos que estudien su papel en cancer. En ovario se observé sobreexpresion
inmunohistoquimica del receptor en mas del 80% de los carcinomas, usando
anticuerpos dirigidos contra dominios distintos de la proteina. Se sobreexpresa mas

frecuentemente en carcinomas serosos y en estadios avanzados (96). En este mismo
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trabajo, se vio que blogueando el receptor con un anticuerpo especifico no se bloqueaba

la sefializacion estimulada por neuregulina.

1.4.5 BRCAl y BRCAZ2

BRCAL1 y BRCAZ2 se describieron inicialmente en el estudio de factores relacionados
con el cancer hereditario de mama y de ovario. Codifican proteinas de gran tamafo que
estan implicadas en la reparacion del ADN y por tanto evitan la inestabilidad
cromosomica (97). En estos sindromes hereditarios existe mutacién germinal que los
inactiva y, por lo tanto, se comportan como genes supresores tumorales. Estos tumores
originados de sindromes hereditarios muestran mejor evolucion que los carcinomas de
ovario esporadicos aunque ha habido algunos trabajos con resultados contradictorios.
Existen algunas diferencias clinicas como el hecho que los carcinomas hereditarios se
dan en mujer mas jovenes, pero las caracteristicas clinico-patolégicas son similares. En
ambos casos predominan los estadios avanzados y el tipo histolégico mas frecuente es
el carcinoma seroso (98). Estos genes también pueden encontrarse inactivados en
canceres de ovario esporadicos (99). Cerca del 70% de los carcinomas esporadicos
pueden presentar pérdida de expresion de BRCAL a diferencia de los tumores borderline
en los que se observa pérdida en un 38% o los tumores benignos que ocurre en el 15%
(100). Esta pérdida de BRCA puede producirse por diversos mecanismos. La mutacion
puede detectarse en el 10% de los carcinomas esporadicos y suele producir una proteina
truncada inactiva (99). El mecanismo mas frecuente de inactivacion de estos genes es la
pérdida de heterocigosidad que puede encontrarse en el 31-40% de los carcinomas y los
mecanismos epigenéticos como la metilacién del promotor del gen que ocurre en el 5-

31% de los mismos (101, 102).
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Todas estas alteraciones moleculares predominan en unos tipos histolégicos y en los
carciomas seroso con el grado histolégico. De esta manera, la clasificacion dualistica de
Kurman en tipo | y Il también se asocia a alteraciones moleculares (2, 23, 103, 104)

Ccomo se muestra en eUEDRO 2.

CUADRO 2. Clasificacion de los carcinomas de ovario segun las caracteristicas moleculares.

Tipo Tipo histolégico Alteraciones moleculares
I Carcinoma seroso de bajo grado Mutaciones de KRAS y BRAF
Carcinoma endometrioide de bajo grado Mutaciones de CTNNB1, PTEN,

PIK3CA, inestabilidad de microsatélites

Carcinoma mucinoso Mutaciones de KRAS
Carcinoma de célula clara Mutaciones de PTEN, PI3K, ARID1A
Il Carcinoma seroso de alto grado Mutaciones de TP53 y alteraciones de
BRCA1
Carcinoma endometrioide de alto grado Mutaciones de TP53 y PI3K. Disfuncion
de BRCA1

1.4.6 Perfiles moleculares en cancer de ovario

Mas recientemente y con la aplicacion de técnicas de analisis masivo, se han propuesto
diversas clasificaciones moleculares. Entre estos trabajos cabe destacar el realizado por
The Cancer Genome Atlas Research network (105) en el que se analizan casi 500

carcinomas serosos de alto grado de ovario aplicando diversas técnicas de analisis
masivo en las que analizan mutaciones, alteraciones en el nimero de copias de genes

somaticos, expresion de mARN y alteraciones epigenéticas relacionadas tanto con los
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microARNs como la metilacién del ADN. Del andlisis mutacional se confirma que la
alteracion mas frecuente es la de TP53, que esta presente en el 96% de casos, seguida de
BRCA1 y 2 que lo estan en el 22%. Ademas describen 6 alteraciones recurrentes en
otros genes, presentes de forma menos frecuente. Del analisis de expresion se
desprende una clasificacion molecular en la que se definen 4 subtipos tumorales: el
inmunorreactivo, el diferenciado, el proliferativo y el mesenquimal. Ademas, de los
perfiles de microARNs se obtienen 4 subtipos de valor prondstico, que correlacionan
con los subtipos obtenidos del analisis de expresion. Sin embargo, el valor prondstico de
los cuatro tipo definidos no se ha demostrado es el trabajo ni en otros posteriores (106,

107).

1.5 FACTORES PRONOSTICOS

Actualmente la supervivencia global de las pacientes con cancer de ovario se sita sobre
el 46.4% a los 5 afios, mientras que en los tumores borderline se sitia en un 91.4%
(108). Las causas mas frecuentes de muerte en estas pacientes son la carcinomatosis, las
infecciones y el tromboembolismo pulmonar. La toxicidad de la quimioterapia
contribuye a estas causas, siendo ocasionalmente la causa principal de muerte (109).

Los factores pronosticos mejor caracterizados en el cancer de ovario son el estadio
clinico y el tipo y grado histolégicos. En los ultimos afios y coincidiendo con el
desarrollo de nuevas tecnologias, se estan estudiando nuevos parametros biolégicos, que
permitan evaluar de forma mas precisa el comportamiento de estos tumores, para asi
poder determinar con mayor precision el pronéstico de cada uno de ellos. De esta forma,
se han aplicado técnicas de biologia molecular, inmunohistoquimica o citometria de
flujo, para estudiar estos tumores. Los resultados obtenidos son en algunos casos poco

definitorios e incluso contradictorios. Sin embargo, otros trabajos han demostrado ser
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validos como herramienta adicional al estudio morfologico para establecer nuevos

grupos pronaosticos.

1.5.1 Estadio

El estadio clinico se basa en el resultado de las exploraciones clinicas, de la laparotomia
y del estudio anatomopatoldgico reglado. El procedimiento usado para determinar el
estadio es el de la Federacién Internacional de Obstetricia y Ginecologia (FIGO) y el
sistema TNM de la UICC, que se muestra enudRo 3 (110). Representa uno de los
parametros mas importantes para establecer el pronostico de estos carcinomas y

condiciona el tratamiento que va a recibir la paciente (@A 3) (111)

FIGURA 3. Curvas de supervivencia en funcion del estadio segun el Annual Report de la FIGO.

Esta basado en el grado de diseminacion del tumor, la presencia de metastasis
ganglionares, de células tumorales en la citologia del liquido peritoneal y de metastasis

a distancia. Este sistema esta basado en la historia natural de los carcinomas de ovario
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gue pueden diseminar siguiendo tres posibles vias: peritoneal, linfatica y hematica.
Inicialmente, los tumores de ovario crecen dentro de la cdpsula ovarica formando una
masa anexial (estadio |), que posteriormente sobrepasa la capsula y se extiende a
organos pélvicos (estadio Il). A través del liquido peritoneal se puede extender fuera de
la pelvis en forma de implantes peritoneales (estadio Ill). En esta fase pueden aparecer
las metastasis en ganglios linfaticos regionales (estadio IlIC) y posteriormente
metastasis por via hematica (estadio 1V). Las ganglios de drenaje de estos tumores son
por la via linfatica del ligamento ancho hacia los ganglios pélvicos (iliacos, obturadores

e hipogastricos) o la via linfatica del ligamento infundibulo pélvico hacia los ganglios
paraadrticos (6). El 24% de los carcinomas de ovario se diagnostican en estadio | (13%
en estadio IA, 3% en estadio 1B, 3% en estadio IC), el 13% en estadio Il (3% en estadio

1A'y 10% en estadios 1IB-C) , el 47% en estadio Il y el 16% en estadio 1V (108).

CuADRO 3. Clasificacion TNM y FIGO de los tumores de ovario

Categoria Estadio FIGO Descripcién

TNM

T Tumor primario

TX No puede determinarse el tumor primario

TO No hay evidencia de tumor primario

T1 I Tumor limitado a los ovarios

Tla IA Tumor limitado a un ovario; capsula intacta, no tumor en la

superficie ovérica; ausencia de células malignas en el lavado
peritoneal o ascitis.

T1b IB Tumor limitado a ambos ovarios; capsula intacta, no tumor en la
superficie ovérica; ausencia de células malignas en el lavado
peritoneal o ascitis.
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Tilc

T2

T2a

T2b

T2c

T3 y/o N1

T3a

T3b

T3c y/o N1

M1

NX
NO

N1

MX
MO

M1

A

1=}

lc

A

1B

lnc

Tumor limitado a uno o ambos ovarios con cualquiera de las
siguientes opciones: capsula rota, tumor en la superficie ovarica,
células malignas en el lavado peritoneal o ascitis.

Tumor en uno o ambos ovarios, con extensién pélvica

Extension y/o implantes en el Gtero y/o trompa(s); ausencia de
células malignas en el lavado peritoneal o ascitis.

Extension a otros tejidos pélvicos; ausencia de células malignas en
el lavado peritoneal o ascitis.

Extension pélvica (2a o 2b) con células malignas en el lavado
peritoneal o ascitis.

Tumor en uno 0 ambos ovarios con metéstasis peritoneales
confirmadas microscopicamente fuera de la pelvis y/o metastasis
en ganglios linfaticos regionales

Metastasis peritoneales microscoépicas fuera de la pelvis

Metéastasis peritoneales macroscépicas fuera de la peRdim de
didmetro maximo

Metéastasis peritoneales macroscépicas fuera de la peRdim de
diametro maximo y/o metéstasis en ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia (excluye las metéstasis peritoneales)

Ganglios linfaticos regionales (ganglios obturadores, iliaca comun,
iliaca externa, sacra lateral, paraadrticos e inguinales)

No pueden determinarse
Ausencia de metéstasis ganglionares

Metéastasis en ganglios regionales

Metastasis a distancia
No puede determinarse
Ausencia de metastasis a distancia

Presencia de metastasis a distancia

42



1.5.2 Tipo histoldgico

Los carcinomas de ovario mas agresivos son los carcinomas indiferenciados incluyendo
el carcinoma de células pequefas. Ello es debido a que la mayoria se diagnostican en
estadios avanzados, si bien el tipo histolégico ha sido demostrado como factor
prondstico independiente (veriGBRA 4). Los carcinomas serosos junto con los
carcinomas indiferenciados son los tumores mas agresivos, con una supervivencia del
20-35% a los 5 afios. Los carcinomas mucinosos, endometrioides y de células claras
presentan una mejor supervivencia y, ademas, se diagnostican mas precozmente que los
anteriores, en la mayoria de las ocasiones. Los carcinomas de células transicionales asi

como los tumores de Brenner malignos son los que presentan mejor pronostico.

FIGURA 4. Curvas de supervivencia en funcion del tipo histologico (FIGO Annual Report)

Cierta controversia existe en los carcinomas mixtos ya que algunos autores no han

encontrado diferencias prondsticas con las formas puras, sin embargo en otros trabajos
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se han visto diferencias pronosticas entre las formas puras de carcinomas
endometrioides y las formas mixtas con carcinoma Seroso y con carcinoma
indiferenciado. En éstos ultimos el prondstico viene marcado por el componente mas

agresivo aunque sea muy minoritario (112).

1.5.3 Grado histolégico

Esta basado fundamentalmente en los cambios arquitecturales, siendo los mejor
diferenciados aquellos que conservan la capacidad de producir glandulas o papilas. Los
carcinomas de alto grado presentan cambios citolégicos de actividad proliferativa
elevada, incluyendo elevado indice mit6tico, atipia nuclear y relacion nucleo/citoplasma
disminuida. Se han realizado multiples trabajos para intentar establecer criterios que
permitan unificar todos estos parametros para crear un sistema de gradacion de los
carcinomas que sea reproducible y sensible para predecir la agresividad del tumor. De
este modo diversos métodos diferentes han sido recomendados en la literatura.

En el método recomendado por Czernobilsky (1977) los tumores se gradan segun la
proporcion de las areas papilares y/o glandulares frente las de crecimiento sélido.

El método de Russell (1979) es un método simplificado de la clasificacion de Broders.
Los tumores de gradan segun el patrén papilar/glandular frente al sélido, la uniformidad
de la celularidad, la regularidad o la falta de regularidad de los nucleos, la relacion
nacleo/citoplasma, el numero y tamafio de los nucléolos y el nimero de figuras de
mitosis por 10 campos de gran aumento. De esta forma se establecen 4 grados de
diferenciacion.

El método de Baak (1986) esta basado en medidas morfométricas con las que se calcula
el indice de actividad mitética que representa el numero de figuras de mitosis en 25
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campos de gran aumento (40x y de 460 de didmetro) y el porcentaje de volumen
epitelial medido con técnicas de contaje por puntos. Baak establecio 3 grados segun los
valores obtenidos.

Mas recientemente, Silverberg (113) propuso un nuevo sistema de gradacion de los
tumores de ovario, aplicando los criterios usados habitualmente para la gradacién de los
carcinomas de mama. Tenia en cuenta la atipia nuclear, el nUumero de mitosis y el patron
de crecimiento del tumor. Este sistema de gradaciéon parece predecir mejor la
agresividad del tumor que los anteriormente mencionados.

En la practica diaria y siguiendo las recomendaciones de la OMS (1), la mayor parte de
carcinomas serosos y de células claras son grado 3, los endometrioides se gradan
siguiendo las indicaciones de la OMS para el carcinoma de endometrio y los carcinomas
mucinosos en funcion de la atipia nuclear. En general, cuanto mayor es el grado del
tumor, es decir, menos diferenciado, mas agresivo va a ser su comportamiento y la
supervivencia sera menor. De todas formas, el grado histolégico no ha podido

demostrarse como un factor prondéstico independiente en un modelo multivariante.

1.5.4 Tumor residual

Representa el volumen de tumor que queda tras el tratamiento quirdrgico citorreductor,
que se realiza sin fines curativos, en casos en estadios avanzados. La citorreduccion
optima se define como la existencia de tumor residual igual o menor de 2cm de
diametro maximo (114). La citorreduccion oOptima mejora el estado general de las
pacientes e incrementa la respuesta a los tratamientos complementarios, mejorando la

supervivencia global.
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1.5.5 Edad y estado general

La influencia real de la edad y estado general ha sido controvertida, ya que su probable
papel en la supervivencia de las pacientes parece condicionado la limitacion que supone

para la aplicacion de terapias mas agresivas.

1.5.6 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite medir la cantidad de ADN presente en
las células, analizar las fases del ciclo celular o medir la presencia de varios antigenos
(115). La aplicacion fundamental de la citometria de flujo en los carcinomas de ovario
es el estudio del valor prondstico y diagnodstico de la ploidia de ADN asi como de la
fraccion de células en fase S del ciclo celular (116).

Los estudios realizados demuestran que el 50-80% de los carcinomas de ovario son
aneuploides, existiendo relacion entre la frecuencia de aneuploidia y el estadio, siendo
del 50-80% en los estadios Il y IV y del 8-80% en los estadios | y Il (117-120). La
mayoria de trabajos también demuestran asociacion entre aneuploidia y la cantidad de
tumor residual. Sin embargo no existe relacion con el tipo histolégico, con resultados
muy variables segun el trabajo. También resultan conflictivos los resultados de los
estudios sobre la relacion entre ploidia y el tiempo de recurrencia de la enfermedad. Se
ha postulado que el estudio de la ploidia podria identificar qué pacientes con
laparotomias exploradoras postquirargicas (second-look) negativas presentan mayor
riego de recurrencias (121).

De la misma manera el estudio de la fraccién de células en fase S produce resultados
similares, observandose relacién con el estadio del tumor, el tipo histologico y la
supervivencia media. Barnabei et al (117) demostraron que los tumores con una

fraccion S menor del 18% presentaban mayores periodos libres de enfermedad que el
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resto. La mayoria de estudios publicados concluyen que la ploidia del ADN celular era

un criterio pronostico independiente en los carcinomas de ovario.

1.5.7 Oncogenes y genes supresores

A parte de su papel en la patogenia de los carcinomas de ovario de alto grado, las
mutaciones de p53 se han correlacionado con el potencial metastasico (122) y también
con resistencia a tratamientos como los basados en platinos (123). Clinicamente se ha
realizado algun ensayo para restaurar la funcion de p53 en pacientes con cancer de
ovario avanzado y multirresistente a quimioterapia, mediante adenovirus, con ligera
mejora de los niveles de CA125 pero con menor respuesta a la que ofrece la terapia
convencional basada en carboplatino y paclitaxel (124).

Otra molécula implicada en la regulacién de p53 es MDM2 que también se ha ensayado
de forma terapéutica en leucemias (125). MDM2 es una ubiquitina-ligasa cuya funcién
es facilitar la degradacién de p53 por el proteasoma. Se encuentra sobreexpresada en
aproximadamente una tercera parte de los carcinomas de ovario y se describe en la
mitad de los tumores serosos borderline, hecho que explicaria la menor expresion
inmunohistoquimica de p53 en los mismos (126). También se ha visto asociacién de su
expresion con el prondstico de los carcinomas serosos asi como con la respuesta a
tratamiento quimioterapico (127). Como en otros tumores también ofrece oportunidades
para la terapia, ya que en lineas celulares se ha comprobado que algunos antagonistas de
MDMZ2 acttan de forma sinérgica con tratamientos basados en platinos (128).

Los oncogenes KRAS y BRAF también se han implicado en el prondstico aunque con
resultados desiguales. KRAS se ha relacionado con mayor tendencia a la recidiva en
tumores borderline serosos y carcinomas serosos de bajo grado, hecho que no ocurre

con BRAF (129). La unica relacion de BRAF con el comportamiento de estos tumores,
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es que se suele observar mutado en tumores en estadios iniciales y con mejor
supervivencia (130).

Los receptores de factores de crecimiento se han implicado en el pronéstico de los

carcinomas de ovario en multiples estudios. Especialmente en relacién a HER2, se han
encontrado resultados contradictorios con estudios en los que tenia valor prondstico y

otros en los que no (131, 132). Otros receptores como HER3 se han implicado en el

prondstico de los carcinomas de ovario (95) aunque este resultado no se ha confirmado
en otras series grandes.

La angiogénesis esta implicada en el mecanismo de diseminacioén de la enfermedad y
también se ha estudiado su papel en la determinacion del pronéstico. En algunos

trabajos se demuestra que tiene valor prondstico independiente la expresion de proteinas

relacionadas con la angiogénesis en carcinomas de ovario avanzados (133).
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2 CARCINOMAS DE ENDOMETRIO

2.1 GENERALIDADES

Los carcinomas de endometrio representan la neoplasia maligna ginecologica mas
frecuente y la cuarta mas frecuente en las mujeres (#erA1). Sin embargo, son la
décima causa de muerte por cancer en mujeres I(MerA-2).

A diferencia de los carcinomas de ovario que se diagnostican en estadios avanzados por
no presentar una clinica especifica ni haber ningin sistema de deteccién precoz, en los
carcinomas de endometrio la presentacion clinica caracteristica es la metrorragia y ésta
se puede estudiar de manera mas sencilla que en el ovario, lo que permite poder realizar
un mayor nimero de diagndsticos en estadios iniciales.

Los carcinomas de endometrio ya se relacionaron con tratamientos estrogénicos en los
afios 70 (134). Se describieron en pacientes bajo tratamientos sustitutivos o usuarias de
anticonceptivos orales que presentaban un riesgo aumentado de desarrollar carcinomas
de endometrio. Asimismo la obesidad, la diabetes o el consumo de tabaco se han
relacionado con el riesgo a desarrollar estos tumores. Otros factores relacionados, son la
edad de la menarquia, edad de la menopausia y la nuliparidad (135).

Bokhman agrupé los carcinomas de endometrio en 2 grandes grupos tipo 1 y tipo 2
(136). Unicamente el primero de ellos tiene relacion con el hiperestrogenismo asi como
las lesiones endometriales relacionadas con el mismo y que se consideran precursoras
como la hiperplasia endometrial. (VeuADbRO 4)

Los carcinomas de tipo 1, suelen corresponder a carcinomas de tipo endometrioide, se
dan en mujeres algo mas jovenes que los tipo 2 y aparte de la relaciébn hormonal, suelen
ser tumores menos agresivos y se diagnostican en estadios mas iniciales que los tipos 2.

El prototipo de este segundo grupo es el carcinoma seroso y actualmente no se conoce
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ninguna lesion precursora del mismo. No tiene relacién con el estado hormonal y

normalmente se origina sobre endometrios atréficos de mujeres de edad mas avanzada.

CuADRO 4. Clasificacion de los carcinomas de endometrio segun las caracteristicas clinico-patolégicas.

Tipo | Tipo Il
Edad Pre y perimenopausia Postmenopausia
Hiperestrogenismo Presente Ausente
Hiperplasia Presente Ausente
Grado Bajo Alto
Estadio Bajo Alto
Comportamiento Indolente Agresivo
Histologia Endometrioide, mucinoso Seroso, células claras,

indiferenciado

El carcinoma de endometrio se relaciona con sindromes hereditarios, fundamentalmente
el sindrome de Lynch o carcinoma colorrectal no polipésico familiar y el sindrome
Cowden. El primero es mas frecuente, y se produce por un defecto en los genes
reparadores de ADN (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) cuya consecuencia es la
inestabilidad de microsatélites (137)

En el caso del sindrome de Cowden se relaciona con mutaciones del gen supresor
tumoral PTEN y se asocia a desarrollo de tumores en mama, tiroides y endometrio

(138).

2.2 CLASIFICACION HISTOLOGICA

La clasificacion de la OMS estda basada fundamentalmente en las caracteristicas

morfologicas de los tumores Y&DRO 5) (1). A diferencia del ovario, no existen
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tumores epiteliales benignos o de potencial incierto, sino que Unicamente existen
tumores malignos y algunas lesiones precursoras de los carcinomas relacionados con el

hiperestrogenismo.

CUADRO 5. Clasificacion de la OMS (2014) de los tumores epiteliales de endometrio

Tumores epiteliales y precursores

Precursores
Hiperplasia sin atipias
Hiperplasia atipica / Neoplasia intraepitelial endometrioide
Carcinomas endometriales
Carcinoma endometrioide
Con diferenciacion escamosa
Velloglandular
Secretor
Carcinoma mucinoso
Carcinoma intraepitelial seroso endometrial
Carcinoma seroso
Carcinoma de células claras
Tumores neuroendocrinos
Tumor neuroendocrino de bajo grado
Tumor carcinoide
Tumores neuroendocrinos de alto grado
Carcinoma neuroendocrino de célula pequefia
Carcinoma neuroendocrino de célula grande
Adenocarcinomas mixtos
Carcinoma indiferenciado

Carcinoma desdiferenciado
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2.2.1 Lesiones precursoras

Estas son las hiperplasias sin atipias y las atipicas. Se caracterizan por una proliferacion
glandular que ocasiona una desproporcion de glandulas respecto al estroma.
Histéricamente, ha habido diversas clasificaciones de hiperplasia con diferentes
nomenclaturas con el principal problema de falta de reproducibilidad entre patdlogos
(139, 140). La clasificacion actual de la OMS ya no divide las hiperplasias en simples o
complejas sino que entran dentro de la misma categoria y Unicamente tiene en cuenta si
presentan atipia citoldgica o no. Las hiperplasias sin atipias son benignas y representan
un aumento de 3-4 veces de desarrollar un carcinoma de endometrio que se eleva a 10
veces a los 10 afios (141). Respecto la hiperplasia atipica a coexistido con el concepto
de neoplasia intraepitelial endometrial desarrollado por Mutter (142) aunque ambas
entidades no coincidian en su definicion e incluian lesiones morfologicamente
diferentes. En la clasificacién actual de la OMS, ambos conceptos quedan englobados
en una entidad en la que se tiene en cuenta fundamentalmente la atipia citolégica que
puede ser por aumento del tamafio nuclear, pleomorfismo, nucleos redondeados,
presencia de nucléolos o pérdida de la polaridad. Las pacientes con este diagndstico,
van a presentar en un 20-30% un carcinoma de endometrio en la pieza de histerectomia
(143) o, si se hace tratamiento conservador, van a tener un riesgo 14 a 45 veces superior

de desarrollar carcinoma (144, 145).

2.2.2 Carcinoma endometrioide

Es el carcinoma de endometrio mas frecuente y representa la mayoria de carcinomas de
tipo | de la clasificacion de Bokhman. Este tipo se da fundamentalmente en mujeres
postmenopausicas con una edad media de aparicion de 59 afios y raramente se da antes
de los 40 afios (146). Macroscopicamente suelen ser lesiones exofiticas, de superficie

irregular y que infiltran el miometrio en grado variable, siendo éstas, caracteristicas
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comunes a la mayoria de carcinomas endometriales. Morfolégicamente, se trata de una
proliferacion de glandulas irregulares que se asemejan a las del endometrio
proliferativo. Pueden presentar areas variables de crecimiento solido y en la superficie
no es infrecuente encontrar zonas de crecimiento papilar o velloglandular. En gran
parte, las caracteristicas microscépicas dependen del grado de diferenciacién del tumor.
No es infrecuente encontrar areas de diferenciacion escamosa. Ha existido cierta
controversia sobre la importancia de las caracteristicas de este componente escamoso,
ya que anteriormente, se subclasificaba en funcion de si era una metaplasia
moruliforme, sin atipias que recibia el nombre de adenoacantoma, o bien, si el
componente escamoso estaba en la interfase infiltrativa del tumor y con caracteristicas
atipicas, que se llamaba carcinoma adenoescamoso. En la clasificacion de la OMS se
considera que su presencia no tiene impacto en el prondstico, ya que a igual estadio
tanto unos como otros no muestran diferencias significativas (147). Si es importante
detectar estas areas para no cuantificarlas como zonas de crecimiento sélido y alterar, de
este modo, la gradacion del tumor.

Otra variante es la forma secretora, que se suele encontrar en carcinomas muy bien
diferenciados y en la que las células son cilindricas con vacuolizacion citoplasmaética,
por lo que se parecen al endometrio secretor. Existen numerosas variantes morfolégicas
de carcinoma endometrioide poco frecuentes, revisadas por Clement y Young (148)
entre las que cabe mencionar la forma velloglandular, la sertoliforme o con elementos
de los cordones sexuales y las formas sarcomatoides. Una de las formas que puede
aparecer en el carcinoma endometrioide es el carcinoma desdiferenciado (149). Se trata
en un carcinoma endometrioide bien diferenciado que presenta un cambio brusco a
carcinoma indiferenciado. Este segundo componente tumoral es una transformacién del

primero por adquisicion de nuevas alteraciones genéticas.
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Es de interés mencionar que puede haber areas de diferenciacion mucinosa o incluso de
carcinoma de tipo seroso, que si no superan el 10% del tumor, no alteran la clasificacion

del mismo.

2.2.3 Carcinoma seroso

El carcinoma seroso representa el modelo de carcinomas de tipo Il de Bokhman. Son
tumores de alto grado de atipia cuyo patrén arquitectural mas caracteristico es el papilar.
Inicialmente se llamaron carcinomas serosos papilares, pero el patrén papilar puede
estar presente en cualquier tipo histolégico de carcinoma de endometrio por lo que este
apelativo ha sido retirado de su nombre. Suelen aparecer en mujeres postmenopausicas
tardias, con una edad media de 60 afios y no tienen relacidbn con tratamientos
hormonales ni otras situaciones de hiperestrogenismo, por lo que el endometrio de base
sobre el que asientan es un endometrio atréfico.

Se ha descrito una situacion precursora o carcinoma in situ, llamado carcinoma seroso
intraepitelial (150). Se trata de una lesion que afecta al epitelio de superficie del
endometrio y que muestra una proliferacion epitelial con marcada atipia, generalmente
plana aunque puede formar pequefias proyecciones papilares e incluso glandulas. Se
puede ver en zonas adyacentes a un carcinoma papilar o, en ausencia del mismo, en
polipos endometriales o incluso en endometrios aparentemente normales. No se observa
infiltracién del estroma por definicién, pero se ha visto algin caso que se ha asociado
con diseminacion (151). A parte de esta lesion, recientemente también se ha descrito
una lesién precursora de la misma, llamada displasia glandular endometrial, en la que
sin la marcada atipia del carcinoma intraepitelial, presenta alteraciones de tipo seroso y
atipia leve (152).

Macroscopicamente, son tumores predominantemente exofiticos y de superficie papilar.
Al estudio microscOpico, suelen tener areas papilares, pero puede predominar el
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componente glandular, que suelen tener forma de hendiduras variablemente
ramificadas. Lo que es constante es la presencia de atipia nuclear marcada con nucleos
grandes y pleomorficos, que hacen protruir la célula en la papila, adquiriendo aspecto en
“tachuela”, o bien, presentar células multinucleadas de forma ocasional. Es frecuente
encontrar imagenes de invasion vascular. El pronéstico de estos tumores depende en
gran medida del estadio, ya que cuando se han extendido fuera del utero, tienen muy

mal prondstico.

2.2.4 Carcinoma de células claras

El carcinoma de células claras es un tumor que se clasifica por sus caracteristicas
morfolégicas y a pesar de que se incluye dentro del tipo Il, presenta algunas
caracteristicas comunes con los carcinomas endometrioides y otras con los serosos, e
incluso a veces puede verse asociado a cualquiera de ellos (153, 154). El carcinoma de
células claras se define por las caracteristicas morfolégicas de sus células. Son células
poligonales que habitualmente tienen el citoplasma vacuolizado por presencia de
glucégeno o bien eosinofilico. Es caracteristica la protrusion del nucleo confiriendo
aspecto en “tachuela”. Este citoplasma vacuolado hace que sea similar a los carcinomas
renales por lo que inicialmente se creia que era de origen mesonéfrico y no milleriano
(155). Microscépicamente pueden tener diversos patrones de crecimiento siendo los
habituales el sélido, papilar, tubular y quistico, coexistiendo varios de ellos en el mismo
tumor. Es caracteristica la presencia de hialinizacién del estroma de los ejes papilares.
También pueden observarse glébulos hialinos y cuerpos de psammoma. También en el
carcinoma de células claras se ha descrito algunas lesiones precursoras, que se presentan
con glandulas aisladas con atipias nucleares y citoplasmas claros o eosinéfilos, que

presentan perfiles inmunohistoquimicos parecidos al carcinoma (156).
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Los carcinomas de células claras son tumores de alto grado cuya supervivencia varia
mucho segun las series publicadas, desde un 21% a un 75% (157, 158), traduciendo
probablemente problemas de clasificacién de los mismos (1). Globalmente, se considera

el prondstico mejor que el carcinoma seroso.

2.2.5 Otros tipos histolégicos

En el endometrio pueden darse otros tipos de carcinomas de forma menos frecuente
como el carcinoma mucinoso, los carcinomas neuroendocrinos de alto y bajo grado o
los carcinomas indiferenciados. Como en el caso del ovario son tumores de crecimiento
sélido predominantemente, alto grado de atipia citolégica y que no son clasificables
dentro de ninguna de las categorias mencionadas. Cuando coexiste con otro componente
constituye el carcinoma desdiferenciado que ya se ha comentado.

Mencion aparte requieren los tumores mullerianos mixtos malignos o carcinosarcomas.
En la clasificacion actual de la OMS se encuentran en una categoria diferenciada de los
tumores epiteliales, a pesar que la teoria mas aceptada es que se tratan de carcinomas
gue han sufrido un proceso de desdiferenciacion a elementos mesenquimales, dada la
multipotencialidad de las células endometriales que no son de origen ectodérmico como
el resto de epitelios (159). Suelen ser tumores de aspecto polipoide, de gran tamafio con
el doble componente epitelial y mesenquimal en proporciones variables. EIl componente
epitelial suele ser de tipo endometrioide o seroso y el mesenquimal mas frecuente es de
carcinoma de alto grado, que en ocasiones puede presentar elementos heterélogos como

cartilago, masculo o hueso. En general son tumores de mal prondstico.
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2.3 ALTERACIONES MOLECULARES EN EL CARCINOMA DE

ENDOMETRIO

La morfologia de un tumor es el resultado de la expresion genética del mismo, por lo
gue las alteraciones moleculares que puedan tener pueden reflejarse de alguna manera
en la morfologia y en el comportamiento de estas células (160). La clasificacion de
Bokhman (136) define 2 vias patogenéticas que se traducen en alteraciones moleculares
distintas en los carcinomas de tipo | y de tipo Il (161). Posteriormente, estudios de
expresion genética demuestran que ambos tipos de tumores presentan perfiles diferentes
(162).

Los carcinomas de tipo | son los que presentan alteraciones recurrentes mas frecuentes,
algunas de las cuales afectan las vias de sefializacion celular, los sistemas de reparacion
del ADN provocando inestabilidad de microsatélites o mutaciones de la via Wnt, con
mutaciones del gen de la beta-catenina. Los carcinomas tipo Il tienen como alteracion
principal, las mutaciones de TP53 que conllevan a una inestabilidad cromosomica que
ocasiona multiples alteraciones secundarias y que condicionan la apariciébn de
carcinomas de alto grado. En ocasiones, estas Ultimas pueden aparecer en carcinomas de

tipo | ocasionando progresiones de un tipo al otro.

2.3.1 Vias de sefalizacion celular

Las alteraciones mas frecuentes que se encuentran en los carcinomas de tipo

endometrioide se concentran en moléculas que controlan las vias de sefalizacion celular

de las sefiales de crecimiento, que se revisardn mas adelante. La alteracibn mas

frecuente es la mutacion de PTEN que, segun las series, esta presente en proporciones
muy variables que oscilan entre 32% y el 83% (163, 164) y es muy poco frecuente en

los carcinomas no endometrioides. No se encuentran en endometrio normal pero de
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forma interesante si que se encuentra en las lesiones precursoras, tanto en hiperplasias
atipicas como en neoplasia intraepitelial endometrial (164, 165). Las alteracibn mas
frecuente es la mutacion somatica (30-60%), las pérdidas de heterocigosidad (40%) o la
hipermetilacion del promotor del gen (166). El resultado final es la pérdida de funcion
del mismo, con ausencia de expresion inmunohistoquimica de la proteina (167). Por
otro lado, la ausencia de funcion primaria de este gen por mutacién germinal del mismo,
se asocia a un mayor riesgo de aparicion de carcinomas de endometrio, de mama y
tiroides, constituyendo el sindrome de Cowden. Otra evidencia de la relacion del gen y
los carcinomas de endometrio son los modelos experimentales. En modelos animales se
observa desarrollo de carcinomas de endometrio e incluso aparicién de lesiones tipo
hiperplasia endometrial cuando los ratones tienen déficit de PTEN (168). Mdltiples
estudios valoran la relacibn entre la presencia de mutaciones de PTEN vy las
caracteristicas clinicas de los carcinomas y su pronéstico (163, 167, 169, 170). En
general, aunque hay algunos datos contradictorios respecto a la supervivencia global, se
asocia a tumores en pacientes mas jovenes, de bajo grado, con patrones de crecimiento
expansivos y en estadios iniciales.

Otra alteracion relacionada con PTEN por el hecho que regula la misma via, son las
mutaciones de PIK3CA, es decir, de la unidad catalitica de PI3K. Estas mutaciones
estan presentes en el 36% de carcinomas endometrioides y afectan sobre todo los
exones 9 y 20, éste ultimo codificante del dominio tirosina quinasa (171). Son
mutaciones que activan la molécula de forma constitutiva, por lo que la via PI3K-AKT
guedaria activada. En algun trabajo se ha encontrado correlacién de la mutacion con
factores adversos como tumores con mayor capacidad infiltrativa o presencia de

invasion vascular (172). De forma interesante, se ha visto que un 15% de carcinomas
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endometrioides presentan alteraciones tanto de PTEN como de PI3K y que ambas
alteraciones podrian tener un efecto aditivo sobre la tumorigénesis (173).

Otra via de sefalizacion afectada con frecuencia en los carcinomas endometrioides en la
via de las MAPK, concretamente se afecta a nivel de las moléculas BRAF y KRAS. Las
mutaciones de BRAF se encuentran en una baja proporcibn de carcinomas
endometrioides y son mutaciones puntuales, siendo la mas frecuente la V600E, aunque
en una serie hasta el 21% de carcinomas de endometrio la presentan (174, 175). No
encontraron correlacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores. Las
mutaciones de KRAS, la siguiente molécula de esta cascada de sefializacibn son mas
frecuentes y se encuentran en el 20-30% de carcinomas de endometrio de tipo
endometrioide, estando ausentes en los carcinomas serosos (176). También se ha
descrito su presencia en endometrios con hiperplasia atipica pero no en hiperplasias
simples (177). Se ha visto asociacion con casos que presentan inestabilidad de

microsatélites pero no se ha demostrado que tenga implicacion prondstica (178).

2.3.2 Inestabilidad de microsatélites

La inestabilidad de microsatélites es una alteracién de los mecanismos de reparacion del
ADN en la que los microsatélites no se replican de forma correcta. Los microsatélites
son secuencias cortas de nucleétidos que se repiten en un niamero de veces variable.
Muchos de los microsatélites se encuentran en el ADN no codificante como BAT25,
BAT26, BAT40 o D2S123 entre otros, o bien, en el ADN codificante (179). Los que
estan en el ADN codificante pueden tener implicacion clinica, ya que cualquier cambio
de longitud de la secuencia del ADN puede implicar cambios del marco de lectura del
mismo, produciendo proteinas andmalas. Dentro de estos genes que tienen
microsatélites estan TGF-beta, Bcll0, IGF-IIR, BAX, MSH3, caspasa 5, MSH6 o
PTEN, implicando diversas vias, incluidas las de sefalizaciébn celular comentadas
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anteriormente o la apoptosis. Estos errores que se producen durante la replicacion del
ADN deberian corregirse mediante un grupo de genes llamados genes reparadores del
ADN constituido por MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, fundamentalmente. La
descripcion de estos errores se hizo en el sindrome de Lynch o cancer de colon no
polipdsico hereditario, en el que existen mutaciones germinales de estos genes
reparadores y estd asociado a inestabilidad de microsatélites (180, 181). En este
sindrome, aparte de carcinoma de colon, la segunda neoplasia mas frecuente es el
carcinoma de endometrio y de tipo endometrioide (182). Pero aparte de los carcinomas
hereditarios, también puede encontrarse inestabilidad de microsatélites en el 25-30% de
los carcinomas endometrioides esporadicos (183, 184). También es un evento que debe
ocurrir en fases iniciales de la carcinogénesis, ya que se puede observar en el 7% de
hiperplasias atipicas (185). Sin embargo, esta alteracion es infrecuente en otros tipos
histol6gicos como los carcinomas serosos (186). Los mecanismos por los cuales se
produce la inactivacion de los genes reparadores del ADN, sobre todo con MLH1, en las
formas esporadicas suele ser por hipermetilacion del promotor del gen mecanismo por
el cual queda silenciado el gen (185). Existen multiples trabajos que analizan el valor
prondstico de la presencia de inestabilidad de microsatélites en el cancer de endometrio

con resultados contradictorios (187, 188).

2.3.3 Mutaciones de beta-catenina

Beta-catenina es una molécula implicada en el complejo de unién intercelular junto a e-
cadherina. Ademas tiene un papel importante en la via de sefializacibn Wnt junto con
APC y GSK-3-beta(189). Las mutaciones del gen CTNNB1 que codifica la proteina
beta-catenina ocurren generalmente en el exon 3 y se encuentran en el 25-40% de los
carcinomas de endometrio (190). La forma mutada de beta-catenina o cuando la via Wnt
gueda alterada por ejemplo por mutaciones de APC, se acumula beta-catenina en el
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citoplasma y puede traslocarse al nucleo donde puede actuar como factor de
transcripcion y activar la transcripcion de genes como c-myc o ciclina D1 que pueden
actuar de forma oncogénica (191). También se cree que es una alteracion precoz en el
proceso de carcinogénesis, dado que también ha podido observarse en hiperplasias
atipicas (192). Existen datos contradictorios sobre el valor prondstico de esta mutacion
pero se asocia generalmente a tumores menos agresivos.(193).

Igual que beta-catenina, e-cadherina también se encuentra disminuida en algunos
carcinomas de endometrio, especialmente en carcinomas serosos. El mecanismo por el
gue se pierde la expresion es por pérdida de heterocigosidad o por hipermetilacion del
promotor del gen (194). Esta pérdida de expresion se correlaciona con mayor tendencia
a metastatizar a ganglios linfaticos, reflejando la pérdida de cohesividad celular y mayor

capacidad infiltrativa (195).

2.3.4 Mutaciones de TP53

Las mutaciones del gen TP53 representan la alteracion molecular mas frecuente en los
carcinomas serosos y esta presente en el 90% de los mismos (196). También se puede
detectar en gran parte de los carcinomas intraepiteliales endometriales indicando que se
trata de una alteracion precoz en el proceso de carcinogénesis (196). Las mutaciones de
TP53 producen una proteina disfuncional que se acumula en los ndcleos de las células
haciendo que ésta sea detectable mediante inmunohistoquimica, de manera que una
tincion intensa y difusa tiene muy buena correlacion con el estado mutacional de la
proteina (197). Por ello, en la rutina diagndstica se usa este test para confirmar el
diagnostico de carcinoma seroso. Una de las funciones de p53 es activar la apoptosis
cuando se detectan dafios en el ADN celular (198). La consecuencia de la evasién de la
apoptosis en estas células por el defecto de p53 es la acumulacion de mdultiples
alteraciones genéticas constituyendo la llamada inestabilidad cromosomica, en la cual se
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acumulan alteraciones en los cromosomas que afectan en el nimero, o bien, pérdidas o
ganancias de brazos del cromosoma, siendo frecuentes las aneuploidias (199). Esta
inestabilidad cromosOmica es una de las caracteristicas moleculares de los carcinomas
serosos Yy explica el pleomorfismo celular del mismo.

Las mutaciones de TP53 también pueden darse en el 10-20% de los carcinomas

endometrioides, pero son generalmente de alto grado y es una alteracion tardia, por lo

que la expresion de la proteina no es tan intensa y homogénea como la que observamos
en los carcinomas serosos (200). En algunos casos se ha visto en estos carcinomas
endometrioides como la adquisicion de esta mutacién va asociada a un proceso de

desdiferenciacion del tumor (200, 201).

2.3.5 Receptores de factores de crecimiento epidérmico

En endometrio se han implicado fundamentalmente HER2 y EGFR, aunque también se
ha estudiado HER3 y HER4, destacando el incremento de la expresion de este ultimo,
habiéndose correlacionado con mejor prondéstico (202).

HERZ2/Neu o c-erbB2 o receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico es un receptor
de membrana que se encuentra alterado en distintos tipo de tumores y que tiene especial
relevancia por la existencia de un tratamiento dirigido, constituido por un anticuerpo
monoclonal llamado trastuzumab, que evita su activacion. El mecanismo mas frecuente
de alteracion es la amplificacion génica (203). También se describen mutaciones en
algunos tipos de tumores como los carcinomas de pulmén. La presencia de alteraciones
de HER2 en cancer de endometrio se ha descrito sobretodo en carcinomas de tipo seroso
y con unas frecuencias muy variables que oscilan entre el 18 y el 61% cuando se ha
valorado por inmunohistoquimica y entre el 3 y el 71% cuando se han valorado por
FISH (204-208). Igualmente se ha demostrado amplificacion de HER2 en carcinomas
endometrioides, sobre todo en grados 3 en los que se encuentra en casi el 10% y que
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ademas sobreexpresan la proteina en el 30% (209). Esta gran variacion de resultados
entre estudios puede ser debida tanto a problemas metodolégicos como al hecho de
tratarse de series relativamente cortas (210). El interés por la presencia de amplificacion
0 sobreexpresion de HER2 en cancer de endometrio es fundamentalmente de tipo
prondstico ya que se asocia claramente a menor supervivencia global de forma
independiente (91, 209, 211). Asi como en otras localizaciones como la mama o el
estdmago los tratamientos con trastuzumab se han demostrado efectivos, no es asi en los
carcinomas de endometrio. En un ensayo fase Il con trastuzumab en carcinomas de
endometrio no se demostraron respuestas al farmaco ni en pacientes con sobreexpresion
de la proteina ni en pacientes con amplificacion por FISH (212).

EGFR o HER1 o c-erbB1 es otro receptor de factores de crecimiento epidérmico que es
una importante diana terapéutica en otras localizaciones como el pulmén o el colon. En
carcinomas serosos de endometrio se ha encontrado sobreexpresado en el 36-56% de
casos y se ha demostrado de interés prondstico dada la menor supervivencia global de
los casos positivos (213, 214). Sin embargo, a diferencia de otras localizaciones no
suelen detectarse mutaciones en los carcinomas serosos por lo que es poco probable que

presenten respuesta a tratamientos inhibidores (210).

2.3.6 Inactivacion de p16

pl6 es una proteina supresora tumoral que regula el ciclo celular uniéndose a CDKA4,
inhibiendo la unién de éste con la ciclina D, ademas de tener un papel importante en la
regulacion de la senescencia celular (215). La deteccion de esta proteina es de uso
rutinario en el estudio de la patologia del cérvix uterino y vulvar como marcador
indirecto de la infeccibn por HPV (216, 217). Su sobreexpresiéon en cancer de
endometrio es poco frecuente pero se han descrito deleciones y mutaciones puntuales en
algunos carcinomas endometriales (218). Inmunohistoquimicamente, se puede detectar
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carcinomas de alto grado sobretodo en carcinomas serosos (80%) y menos
frecuentemente carcinomas de células claras (11%) y endometrioides (11%) (219). En
algunos de los carcinomas se produce una inactivacion de la expresion de la proteina,
en los que ademas tiene valor pronéstico (220) Esta inactivacion se produce en
aproximadamente un 10% de los carcinomas de tipo | y en un 50% de los carcinomas
Serosos por un mecanismo que no esta bien definido ya que los estudios de metilacion
del promotor del gen no estan hipermetilados y la frecuencia de deleciones y

mutaciones puntuales no lo explican (220, 221).

Estas alteraciones moleculares descritas se pueden observar con mayor frecuencia en
carcinomas de tipo | o en carcinomas de tipo Il con lo que los tipos clinico-patolégicos

de Bokhman se correlacionan con perfiles moleculares distinte®g0 6).

CUADRO 6. Alteraciones moleculares mas frecuentes en los carcinomas de tipo | y tipo Il

Tipo | Tipo Il

Inestabilidad de microsatélites Inestabilidad cromosémica
Mutaciones Bcatenina Alteraciones e-cadherina
Mutaciones PTEN Mutaciones p53
Mutaciones de PIK3CA Inactivacion p16
Mutaciones K-ras Amplificacion de HER2
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Ademas, con estas alteraciones moleculares se han propuesto modelos de
carcinogénesis y progresion de ambos tipos tumorales de endometrio, en los que de
forma secuencial se van adquiriendo las disfunciones genéticas, de un modo parecido al
modelo propuesto por Vogelstein en el cancer de coloaugk 5) (222). Es
interesante, que ambas vias de carcinogénesis pueden confluir en los tipos | al adquirir
las mutaciones de p53, pudiendo generar carcinomas mixtos o bien desdiferenciados.
Los carcinomas de células claras, son dificiles de clasificar molecularmente ya que
comparten algunas caracteristicas de los carcinomas de tipo | como la presencia de
mutaciones de PTEN en el 21% de casos o la inestabilidad de microsatélites en el 14%.
También pueden presentar mutaciones de TP53 en el 9% de casos (61, 154). Sin
embargo otras alteraciones frecuentes en los carcinomas de tipo | como las mutaciones
de KRAS estan ausentes y el comportamiento clinico es mas cercano a los carcinomas

de tipo 1l (223).

FIGURA 5. Vias de carcinogénesis en el cancer de endometrio, con la adquisicion de alteraciones genéticas
de forma acumulativa, en funcion de la progresion del proceso oncogénico, siguiendo el modelo

dualistico.
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2.3.7 Perfiles moleculares

Como en el cancer de ovario, el grupme Cancer Genome Atlas Research network

(224) también realizé un estudio integrando el analisis de diversas técnicas de analisis
molecular masivo, en las que estudio la las alteraciones numéricas en genes somaticos,
el analisis del exoma, asi como analisis de expresion y alteraciones epigenéticas como
los microARN vy el estudio de metilacion del ADN. De este trabajo, se obtuvo una
nueva clasificacion de los carcinomas de endometrio en la que definieron 4 grupos:
POLE (ultramutado), inestabilidad de microsatélites (hipermutadpy-number low
(endometrioide) ycopy-number high (tipo seroso). El primero presenta un elevado
namero de mutaciones y destaca la presencia de mutaciones en el dominio exonucleasa
de POLE, una polimerasa involucrada en la replicacion y reparacion del ADN. El grupo
con inestabilidad de microsatélites, también presenta un elevado nimero de mutaciones
pero sensiblemente inferior al primer grupo. El tercer grupo presenta estabilidad de
microsatélites y baja frecuencia de alteraciones numéricas en el genoma y presenta
como alteracibn mas frecuente las mutaciones de beta-catenina. El cuarto grupo
presentaba alto nimero de alteraciones en el nimero de copias genéticas y estaba
constituido fundamentalmente por carcinomas de tipo seroso y endometrioides de alto
grado. Estos grupos resultaron de valor prondstico siendo el primero el de mejor

prondstico y el cuarto el de peor comportamiento.

2.4 FACTORES PRONOSTICOS

2.4.1 Factores clinicos

Los factores dependientes del tumor son los parametros prondsticos mas importantes,
pero algunos como la edad de la paciente o el estado socioecondémico se han demostrado

tener un valor independiente. Las mujeres de <45 afios tienen mejor pronéstico que las
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mayores. A pesar de asociarse a tumores de mejor grado y estadios iniciales, la edad se

mantiene como factor de riesgo de progresion (225).

2.4.2 Tipo histolégico

De los carcinomas de endometrio los tipos Il de la clasificacion de Bokhman son los de
peor prondstico y concretamente, los carcinomas serosos, seguidos de los carcinomas de

célula clara.

FIGURA 6. Curvas de supervivencia en funcién del tipo histolégico en el carcinoma de endometrio (FIGO

Annual Report)

N

Los carcinomas endometrioides junto con los mucinosos son los que presentan mayor

supervivencia global (ven&URA 6) (146).
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2.4.3 Grado histolégico

El grado histologico se ha demostrado en varios estudios como factor prondstico (146,
226, 227). Dentro de los carcinomas habituales, el grado histologico se aplica
fundamentalmente al carcinoma endometrioide, ya que tanto el carcinoma de células
claras como el seroso se consideren grados 3. El sistema de gradacion utilizado es el
propuesto por la FIGO y que se basa en las caracteristicas microscopicas del tumor y
gue ha sido adoptado por la OMS (1). Se basa en la valoracion del patron arquitectural y
el grado de tipia nuclear. El patron arquitectural tiene en cuenta el porcentaje de areas
sélidas, evitando contar las areas de metaplasia escamosa. El grado nuclear se valora
como 1 si los nucleos son monotonos, ligeramente aumentados y con la cromatina
dispersa y como grado 3 si son nucleos grandes, con caracteristicas pleomorficas,
cromatina grosera o nucléolo prominente. El grado 2 corresponde a los ndcleos
intermedios. La actividad mitdtica es un parametro de valor pronéstico, que

habitualmente esta relacionado con el grado de atipia nuclear.

Las OMS define como grado 1 aquellos tumores que presentan <5% de areas solidos,
grado 2 los que presentan del 5-50% de areas sélidas y grado 3 si >50% de patrén
sélido. En los grado 1 y 2 se aumenta un grado si los nlcleos presentan caracteristicas
de grado de atipia 3 (228). En los casos en los que haya heterogeneidad de grado en el
tumor, se recomienda gradar segun la apariencia global del mismo. Existe discordancia
entre el grado del aspirado y el grado final de la pieza en un 25% de casos, que se

explica por la representatividad de la muestra (229).

2.4.4 Estadio

El estadio refleja la extension de la enfermedad en el momento del diagndstico y sigue

siendo el factor pronéstico mas importante como en la mayoria de tumores malignos
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(ver HGURA 7) (146). Para la estadificacion correcta, es necesario realizar la
histerectomia total con doble anexectomia asi como la valoracion de los ganglios
pélvicos y paraadrticos. Desde 2009 se aplica un sistema actualizado de estadificacion
segun los criterios de la FIGO (230, 231)ufORrO 7). En este nuevo sistema se
modifican fundamentalmente los estadios | y Il. El estadio | estaba dividido en 3
subestadios en funcion del grado de infiltraciéon del miometrio que dada la dificultad de
valorar la existencia o no de infiltracion del miometrio si éste esta poco infiltrado es

muy poco reproducible, se agruparon los antiguos estadios IA y IB.

FIGURA 7. Curvas de supervivencia en funcion del estadio en cancer de endometrio (FIGO Annual

Report)

Igualmente la afectacién exclusivamente glandular del cérvix, que antes se consideraba
estadio IIA pasa a ser estadio | y soOlo se considera estadio Il si existe afectacion
estromal del cérvix, es decir, que las células tumorales desarrollan una respuesta

estromal desmoplasica (232). El estadio Il también se modifica, de manera que ya no
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tiene en cuenta la afectacion citoldgica de los lavados peritoneales y se separé la

afectacion de ganglios pélvicos de los paraadrticos (233).

CuUADRO 7. Clasificacion TNM y FIGO de los carcinomas de endometrio.

TNM FIGO
TX El tumor primario no se puede evaluar
T0 No evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ (carcinoma preinvasivo)
VB Metastasis a distancia (excluye metastasis a vagina, serosa
pélvica o anejos)
M1
T1 I Tumor limitado al cuerpo uterino
Tla IA Tumor limitado al endometrio o que infiltra <50% del miometrio
Tlb IB Tumor que infiltra >550% del miometrio
T2 I Tumor que infiltra el estroma cervical pero no se extiende fuera
del utero
T3y/oN1 Diseminacion local o regional del tumor
T3a A Tumor que afecta la serosa uterina o0 anejos
T3b |lIB Tumor que infiltra parametrios o vagina
N1 lc Metastasis a ganglios pélvicos o paraadrticos
IIC1 Metastasis a ganglios pélvicos
N2 IIC2 Metastasis a ganglios paraadrticos con o sin afectacion de
ganglios pélvicos
T4 IVA Tumor que infiltra vejiga 0 mucosa intestinal

El estadio conjuntamente con el grado representa el factor pronéstico mas importante y

usado en la practica clinica. Con estos parametros se establecen 3 grupos de riesgo

(234):

- Bajo riesgo: carcinomas endometrioides grados 1 o 2 con infiltracion de <50%

de la pared uterina
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- Riesgo intermedio: carcinomas endometrioides grado 1 02 con infiltracion de
>50% de la pared y grados 3 con infiltracion de <50%
- Alto riesgo: carcinomas no endometrioides o endometrioides grados 3 con

infiltracién de >50% de la pared uterina

2.4.5 Infiltracion miometrial

La medida del grado de infiltracion de la pared miometrial es un dato que forma parte
del estadio patoldgico. Sin embargo, se ha demostrado su valor prondstico
independiente tanto en estadios | como Il (235). La informacion que deberia hacerse
constar es la profundidad de invasién en milimetros, el porcentaje de pared invadida y la
distancia del tumor a la serosa (236). Debe tenerse en cuenta que se han de medir los

nidos de células infiltrantes y no los que puedan estar presentes en el interior de vasos.

2.4.6 Invasion vascular

Se define por la presencia de células tumorales en el interior de vasos linfaticos o venas.
En ocasiones, es dificil de distinguir de artefactos de retraccién del estroma alrededor de
los nidos tumorales, por lo que deben poder identificarse células endoteliales
revistiendo el espacio vascular. La invasion vascular es poco frecuente en los
carcinomas de endometrio y se observa en un 10-20% de casos (237) y se ha
demostrado claramente como factor prondstico dada la asociacién con recidiva de la
enfermedad, incluso en estadios iniciales (238). Incluso, en un trabajo se encontré que la
invasion vascular era de interés prondstico incluso en casos que presentaban metastasis

ganglionares (239).
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2.4.7 Receptores hormonales

Generalmente la expresion de receptores hormonales en el cancer de endometrio esta
restringida al carcinoma endometrioide mientras que tanto los carcinomas serosos como
los de células claras son negativos (240). Existen multiples trabajos que analizan el
valor prondstico de los receptores hormonales, con resultados contradictorios en
algunos casos. En algun trabajo se correlaciona Unicamente la expresion de receptores
de estrogeno con prondstico, pero no la de progesterona (241), pero en otros los de
progesterona se relacionan con mejor prondstico (242) aunque en todos ellos se valoran
de forma global. Probablemente, los resultados tienen mas sentido si se evallan las
isoformas de los receptores y el balance entre las mismas. En un estudio mas actual se
valora de esta forma (243), y los receptores de estrégenos alfa positivos se correlacionan
con mejor supervivencia que los negativos y los receptores de progesterona alfa tienen
el efecto contrario, con peor supervivencia los casos positivos. Si se valora la relacion
entre alfa y beta, si en los estrogenos predomina la fraccién beta, también se asocia a

menor supervivencia.

2.4.8 Oncogenes y genes supresores

Multiples moléculas han sido estudiadas en los carcinomas endometriales y que o en
analisis univariante o multivariante han resultado de valor pronéstico. Algunas de las
moléculas que se han comentado que forman parte de los mecanismos patogenéticos de
los carcinomas endometrioides como PTEN, PI3K, beta-catenina, KRAS o la
inestabilidad de microsatélites, se asocian a lesiones de bajo grado y a caracteristicas
clinicas mas indolentes, por lo que tienen relacién con el prondstico y ya se han
comentado en los mecanismos moleculares del cdncer de endometrio. Sin embargo, en

la préactica diaria no se usan marcadores moleculares con fines pronésticos.
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HER2 se ha mostrado en diversos estudios como un factor prondstico independiente,
tanto en estudios basados en la sobreexpresion inmunohistoquimica como en los que se
ha analizado la amplificacion genética por técnicas de hibridacion in situ (208, 209,
244).

Multiples moléculas se han estudiado en céncer de endometrio y se han asociado a
factores bioldgicos relacionados con la agresividad pero que no se ha confirmado su
valor prondstico (245). Entre ellas se incluyen diversas moléculas relacionadas con
resistencia a la apoptosis (246), a la invasividad celular (247), mutaciones de ATR (248)

o0 la expresion de p62 (249).
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3 BASES MOLECULARES DEL CANCER

El cancer es una enfermedad producida por alteracion en la expresion de diversos genes.
Se cree que una célula se convierte en neoplasica por el acimulo de una serie de
mutaciones que le dan ventaja sobre las demas, creciendo hasta constituir un tumor. Las
células tumorales derivan de esta célula, es decir, son monoclonales, aunque
posteriormente pueden seguir acumulando mutaciones y formar nuevos clones celulares
de caracteristicas bioldgicas diferentes (250). Este proceso sigue un modelo de
evolucion darwiniano en el que van a desarrollarse mas aquellos clones que adquieran
mayor ventaja adaptativa que el resto (251, 252). La coexistencia de mdultiple clones
dentro de un mismo tumor, indica que los tumores son heterogéneos, adquiriendo este
hecho gran importancia a la hora de plantear tratamientos dirigidos contra moléculas
especificas o al valorar la respuesta a estas terapias (253).

Con el desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva, se ha visto que los tumores
tienen un namero elevado de alteraciones genéticas que afectan entre 30-60 genes en un
carcinoma, aunque hay tumores como los melanomas que pueden llegar a 200. No todos
estos genes tienen la misma relevancia en el proceso de tumorigénesis. Se han
identificado unos 140 genes, hasta el momento, que tienen capacidad oncogénica por si
mismos y a los que se les ha llamadavers’. Un carcinoma puede tener mutados de 2

a 8 genes de este tipo (254). El resto, los mutaciones que por si solas no confieren
ventaja proliferativa a la célula y en consecuencia, no tienen importancia en el proceso
tumorigénico, por lo que se les ha llamagassengers’ (255). Estas mutaciones se
adquieren de forma progresiva y a medida que se acumulan, la célula tiene mayor
ventaja sobre el resto, por lo que el tumor va a progresar (256). Todo este proceso

ocurre a lo largo de 10-20 afios, dependiendo del tumor.
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Los genes que tras su activacion por una mutacién son capaces de producir una
neoplasia se denominan oncogenes. Los genes que, por el contrario, al perder su funcion
normal pueden producir una neoplasia se denominan genes supresores. Del mismo
modo las proteinas resultantes de la expresion de dichos genes, se denominan
oncoproteinas y proteinas supresoras, respectivamente.

Se han descrito multiples alteraciones moleculares asociadas a carcinogénesis, aunque
en la mayoria de casos no existe una alteracion especifica y suficiente para la génesis de
un tumor determinado. Hanahan y Weinberg agruparon estas alteraciones en seis
grandes vias o aspectos funcionales de la célula, es decir, todas estas anomalias
moleculares tiene como consecuencia la alteracion de estas seis vias para convertir una
célula en tumoral (80). Estos seis aspectos funcionales son la autosuficiencia de sefiales
de crecimiento, la insensibilidad ante las sefiales que frenan el crecimiento, la alteracion
de los mecanismos de apoptosis, posibilidad ilimitada de replicacién, la angiogénesis y
la capacidad de invasion y metastasis. La presencia de vias redundantes en las células
gue suplan la funcién ante la pérdida de otra via, hace que la aparicion de enfermedades
neoplasicas sea relativamente baja en la vida de un individuo y por otro lado complique
el estudio de estas vias. Las células tienen diferentes sistemas para detectar y reparar
errores en el ADN, de modo que si existen mutaciones que alteran estas vias, éstas
puedan ser reparadas, o bien, la célula sea eliminada. En este proceso intervienen
proteinas supresoras como la p53 y los genes reparadores de ADN como el MLH1,
MSH2 o MSH6. Por ello, para que se existan mutaciones que alteren estas vias, tiene
que haber una disminucién de la funcionalidad de estos sistemas reparadores.

Por otro lado, es interesante el concepto propuesto por estos autores, en el que el tumor
no es una masa de células anémalas que proliferan en nidos aislados sino que es un

complejo en el que intervienen las células tumorales, la matriz extracelular con sus
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células de soporte, los vasos y la celularidad del sistema inmune (80). Este hecho ha

dado lugar a numerosos estudios en los que se demuestra la importancia de estos

elementos, o microambiente tumoral, en la evolucién del tumor e incluso en la respuesta

terapéutica al mismo (257).

En 2011 los mismos autores actualizaron la revision y afiadieron 4 nuevas alteraciones

funcionales en las células tumorales (258).

3.1 PRINCIPALES VIAS ALTERADAS EN CANCER

De forma resumida, a continuacion se describen las vias principales que se alteran en la

carcinogénesis segun el esquema de Hanahan y Weinberg (80, 258):

Sefalizacién proliferativa mantenida. Cualquier célula necesita sefales para
pasar de un estado quiescente a uno proliferativo. En esta sefalizacion
intervienen multiples factores que incluyen factores de crecimiento, receptores
celulares y vias de transmision de la sefial hacia el nucleo, donde se produce la
accion esperada tanto a través del ciclo celular como del crecimiento de la
célula. Esta caracteristica representa uno de los rasgos mas importantes de las
células tumorales dado que se trata de uno de los procesos mas regulados en
tejidos normales para mantener la homeostasis del organismo. La regulacion de
estas sefales de crecimiento es poco conocida en tejidos normales. Sin embargo,
en cancer, las células pueden producir sus propias sefiales mitogénicas o bien
emitir sefiales a las células estromales acompafiantes para que produzcan los
factores de crecimiento (259, 260). Otro mecanismo es la activacion constitutiva
de una via de sefalizacion independientemente de que exista estimulo de la
misma. Esto ocurre con la amplificacion o mutacién de los receptores de

membrana o bien mutaciones que activan moléculas que forman parte de la
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cascada de sefalizacion (261, 262). Las células tumorales también pueden evitar
los mecanismos reguladores fisiologicos cuando quedan inhibidos por
mutaciones u otros mecanismos. Esto ocurre con las mutaciones de PTEN que
hacen que éste no pueda contrarrestar las sefiales transmitidas por PI3K, o
mutaciones de KRAS gque evitan que RAS GTPasa pueda desactivar la molécula
(263).

Evasion de los mecanismos de supresion del crecimiento. Existen
mecanismos de control del crecimiento celular que pueden forzar una célula a
salir del ciclo celular. Muchos de estos mecanismos estan centrados en genes
supresores tumorales, siendo moléculas prototipicas de los mismos las proteinas
Rb (del gen del retinoblastoma) o p53 que van a determinar si la célula progresa
en el ciclo celular, va a apoptosis o se vuelve senescente. Uno de los
mecanismos de regulacion del crecimiento fisiologico es la inhibicion por
contacto en el que las células dejan de proliferar cuando estan en contacto con
otras, produciendo cultivos celulares en monocapa cuando se reproduce
experimentalmente (264). Las células tumorales evitan esta inhibicion y en
cultivos celulares crecen de forma tridimensional. En este mecanismo se han
implicado moléculas como Merlin o LKB1 (265, 266). Otro de los factores mas
estudiados con efecto anti-proliferativo es el BGfactor de crecimiento
transformante) y las proteinas Smad que transmiten su sefial al nucleo.

Evasion de la muerte celular La apoptosis 0 muerte celular programada es un
mecanismo fundamental en la homeostasis de los tejidos. Para que exista
crecimiento debe haber un aumento en la proliferacién celular y una
disminucién en la apoptosis. Dentro del conjunto de moléculas que intervienen

en el proceso se pueden distinguir dos grandes grupos: los sensores y los
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efectores. Los primeros monitorizan el microambiente celular a través de
receptores de membrana, o bien, la falta de bienestar celular generado por las
situaciones de hipoxia, la falta de nutrientes, las alteraciones en las vias de
sefalizacion celular producidas por la activacion de oncogenes, el dafio del ADN
o la falta de factores de supervivencia celular. Los efectores son los que van a
llevar a cabo el proceso de apoptosis, que en gran parte esta regulado por la
mitocondria por la liberacion de citocromo C o de moléculas de la familia de
Bcl2 pro y anti-apoptéticas que van a regular todo el proceso (267). Finalmente,
los efectores finales van a ser las caspasas (268, 269). En funcién del origen de
la sefial que va a desencadenar el proceso, se activa una via u otra. Si se trata de
sefiales extracelulares serd la via extrinseca y si son intracelulares, sera la
intrinseca. Las células tumorales utilizan diversos mecanismos para evitar la
apoptosis siendo el mas habitual la pérdida de funcion de TP53 o bien
aumentando la expresion de moléculas antiapoptéticas como Bcl2 o bien
reprimiendo la expresion de moléculas proapoptdticas como Bax. Otro
mecanismo asociado con la apoptosis es la autofagia. Suele inducirse en
situaciones de estrés celular como la falta de nutrientes, y la célula degrada
organelas que van a metabolizarse para ayudarla a sobrevivir (270). Otro
mecanismo para evadir la muerte celular se produce por los factores de
crecimiento liberados antes respuestas inflamatorias asociadas a focos de
necrosis y de esta manera facilitar la progresion tumoral (271).

Capacidad ilimitada de replicaciono inmortalidad replicativa Este concepto
nace de las células procedentes de cultivos en las que se observé el numero de
divisiones era limitado. Al final de este maximo la célula pasaba a un estado de

crisis en el que moria por apoptosis o0 bien, era capaz de sobrevivir pasando a un
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estado irreversible en el que la célula ya no se podia volver a dividir pero seguia
viable, llamandose a este estado senescencia. En raras ocasiones, algunas células
sobrevivian a la fase de crisis y adquirian capacidad ilimitada de replicacién,
conociéndose este proceso como inmortalizacién. Esta propiedad esta regulada
por el telomero. Es una estructura que se encuentra en el extremo de los
cromosomas (272). Una célula normal se divide 60-70 veces, y en cada division
pierde de 50-100 pares de bases de los telémeros, que disminuyen su divisiéon
hasta que la divisibn no es posible. La telomerasa es un encima que afiade
repeticiones de hexanucleotidos en los telomeros e impide el acortamiento de los
mismos y, por tanto, la célula adquiere una capacidad ilimitada de replicacion.
El 85-90% de tumores malignos tienen aumentados los niveles de telomerasa,
inmortalizando las células. En cambio, en los tejidos normales casi no se detecta
telomerasa (273).

Capacidad de inducir la angiogénesisLas células tumorales igual que las
normales necesitan estar a <100 micras de un capilar para poder recibir los
nutrientes y el oxigeno, asi como liberar los deshechos del metabolismo. Para
ello, es necesario que el crecimiento tumoral vaya acompafiado de la formacion
de nuevos vasos. La formacidn de estos nuevos vasos se denomina angiogénesis
y estd regulada por el balance entre factores proangiogénicos y factores
inhibidores de la angiogénesis. Son muchas las moléculas implicadas en este
proceso, siendo VEGF el prototipo de las primeras y la trombospondina-1 el de
las segundas (79, 274). La hipoxia es uno de los factores que estimula este
proceso a través de moléculas como HIF1o bien por estimulacién oncogénica.
Ademas intervienen moléculas que regulan la remodelacion de la matriz

extracelular para permitir el crecimiento vascular, como las metaloproteasas o
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factores de crecimiento fibroblastico (275). Todo este proceso se inicia muy
precozmente en la carcinogénesis, habiéndose detectado un aumento de las
moléculas proangiogénicas incluso en lesiones preinvasivas (276). En esta
generacion de nuevos vasos intervienen también otras células como los pericitos,
macrofagos, neutréfilos, mastocitos y progenitores mieloides (277).

Capacidad de invasion tisular y de metéastasidPara que las células puedan
diseminarse tiene que perder las moléculas de adhesion intercelulares y con la
matriz extracelular. Entre estas moléculas se encuentran la e-cadherina, b-
catenina, n-cadherina o las integrinas, siendo la primera la mejor caracterizada.
Por otro lado, la célula debe adquirir capacidades como el aumento de la
movilidad o la resistencia a la apoptosis para poder diseminar y las adquiere en
el proceso denominado transicion epitelio-mesénquima. En este proceso
intervienen multiples moléculas como Snail, Slug, Twist o Zeb1/2 (278, 279).
Ademas, son necesarias las proteasas que degradan la matriz extracelular para
facilitar la migracién de la célula y la resistencia a la apoptosis y asi invadir los
tejidos circundantes (280). El estroma y concretamente el microambiente
tumoral contribuye de forma esencial en todo este proceso, jugando un papel
importante los macréfagos asociados al tumor que van a producir
metaloproteasas o factores de crecimiento para favorecer la diseminaciéon y
crecimiento de las células tumorales (281). A parte de la diseminacion local, la
mayor parte de tumores malignos tiene la capacidad de hacerlo a distancia. Este
proceso de metastasis requiere de 2 fases: la diseminacion fisica de las células
tumorales y la adaptacion de estas células en el nuevo microambiente. No
siempre el 6rgano huésped es el adecuado para que estas células sobrevivan.

Ademas las células tumorales han de ser capaces de crear las condiciones para
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poder proliferar y una de las mas importantes en esta fase es generar el estimulo
angiogénico. Cuando no lo consiguen se pueden generar metastasis

“‘durmientes” (282).

Estas son las 6 caracteristicas principales que se definieron en 2000 y su alteracién

garantiza la proliferacion del tumor, la supervivencia de sus células y la

diseminacién (80). Para que la célula tumoral pueda tener alteradas estas vias

depende de dos factores: la inestabilidad genética necesaria para alterarlas y el

estado inmunitario y grado de respuesta inflamatoria, es decir, de la interaccion del

estroma. Ademas la célula tiene que reprogramar el control metabdlico celular, para

gue pueda soportar el aumento de proliferacién y crecimiento propios del tumor. De

estas caracteristicas, Hanahan y Weinberg definieron 4 nuevas caracteristicas en

2011 (258).

Inestabilidad genética. Algunas alteraciones genéticas 0 conjunto de
alteraciones confieren ventaja adaptativa de algunas células tumorales sobre
otras. Para que estos genotipos pasen de una célula a sus descendientes implican
gue ha habido mutaciones que activan los genes oncogénicos o bien que
inactivan los genes supresores tumorales. Por otro lado, la alteracién puede
adquirirse en genes no mutados por mecanismos epigenéticos, ya sea por
metilacién y silenciamiento de algunos genes o bien por microARNs que
bloguea la transcripcion de los mismos (283). El acimulo de mutaciones
también se puede dar cuando fallan los mecanismos implicados en la reparacion
de ADN, en el mantenimiento de los teldmeros o en los sistemas de evasion de
la apoptosis ante el dafio tumoral. Recientemente, con los estudios con arrays de

hibridacién gendémica comparada asi como en los estudios de secuenciacion
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masiva, se han visto la abundancia de alteraciones genéticas en forma de
amplificaciones y deleciones mudltiples, algunas recurrentes y que contienen
genes importantes en la progresién tumoral (284).

Respuesta inflamatoria. Los tumores se asocian a grados variables se respuesta
inflamatoria que acompafan al mismo. De forma interesante, no siempre se
genera el mismo tipo de respuesta, predominando unos tipos de poblaciones
linfocitarias u otros. Ademas, en algunos casos, como en los linfomas, el tipo de
respuesta inflamatoria asociada condiciona el pronéstico del tumor y el grado de
respuesta al tratamiento (285). Clasicamente, se ha interpretado la respuesta
inflamatoria como un mecanismo del organismo para controlar el crecimiento
tumoral, pero hay evidencias de que hay un efecto paraddjico por el que esta
respuesta estimula la tumorigénesis y la progresion tumoral (271).
Reprogramacion del metabolismo energético. Las células tumorales para
poder crecer y dividirse a un ritmo superior al de las células normales tienen que
adaptar su metabolismo para poder proporcionar la energia suficiente. En las
células tumorales ocurre un cambio metabdlico conocido como efecto Warburg,
ya que fue Otto H Warburg quien lo describié en 1956 en relacion a las células
tumorales (286). Resumidamente, las células normales habitualmente utilizan la
via del piruvato en la mitocondria en situacion aerdbica para obtener energiay la
via del lactato a través de la glucolisis en situaciones anaerodbicas. Sin embargo,
las células tumorales utilizan esta segunda incluso en situacion aerébica. Este
cambio de metabolismo es menos eficiente que la fosforilaciébn oxidativa
mitocondrial. Por otro lado, esta via implica un mayor consumo de glucosa por
lo que la célula tiene que aumentar la expresion de transportadores de glucosa

como GLUT1 (287). Este aumento del consumo de glucosa en la base de la
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tomografia por emision de positrones (PET). El citado cambio metabdlico se ha
relacionado con la activacion de oncogenes y de genes supresores, observandose
aumento de factores de hipoxia como HIF1 tanto por la mutacion de RAS como
por la propia hipoxia, que acaban activando la via de la glucolisis (287) . El
resultado, es un aumento del lactato que puede ser usado como fuente energética
por parte de otras células tumorales.

Evasion de la respuesta inmuneEl sistema inmune destruye en condiciones
normales células anémalas que potencialmente podrian producir tumores o
células tumorales circulantes, evitando la diseminacién tumoral. Este hecho,
gueda respaldado por el aumento en la incidencia de tumores en pacientes
inmunodeprimidos, como ocurre en situaciones post-trasplante (288). Las
células tumorales utilizan diversos mecanismos para evitar su destruccion por el
sistema inmune como el aumento de la actividad de los linfocitos T reguladores,
que, ademas, los asociados a tumores tienen mayor actividad supresora que los
presentes en la respuesta inmunolégica normal (289). Otros mecanismos
implicados son la reduccion de los antigenos inmundgenos disminuyendo la
respuesta asociada la via del complejo mayor de histocompatibilidad. También
la inhibicibn mediante citoquinas de la respuesta T citotdxica o produciendo
anergia a los linfocitos T y, por tanto, creando tolerancia. Estos mecanismos son
la base para el desarrollo de terapias basadas en evitar estos sistemas de
supresion de la respuesta inmune. En algunos tumores como el melanoma se han
obtenido buenos resultados con moléculas que bloquean algunos de estos

factores como PD1 o PDL1 (290).
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La descripcion de estas vias que son claves para que un tumor pueda progresar, han
representado la posibilidad de que se pueda abordar el tratamiento del tumor como un
mecanismo de bloqueo de cada una de ellas. En la practica clinica, hay farmacos de uso
rutinario o en fase de ensayo clinico dirigidos contra moléculas especificas en cada una

de ellas.

3.2 VIAS DE SENALIZACION CELULAR

Las células que constituyen un tejido, un 6rgano o todo el organismo no actian de
forma independiente sino que lo hacen de forma coordinada por lo que necesitan
comunicarse entre ellas. Esta comunicacion puede ser directa entre células adyacentes,
es decir, una molécula de la membrana de una célula interacciona con una molécula
receptora de la célula adyacente o bien a través de las uniones y canales intercelulares.
Un mecanismo mas complejo es a través de la liberacién de moléculas que van a activar
un receptor de la propia célula (autocrino), una célula préxima (paracrino) o a distancia
(endocrino) e incluso mediante estructuras especializadas como ocurre en las uniones
sinapticas (291).
Los receptores pueden ser de membrana o intracelulares, necesitando en ocasiones una
molécula trasportadora de la sefial desde el espacio extracelular hasta el receptor. La
estimulacion de los receptores habitualmente activa una cascada de sefalizacion en la
que interaccionan multiples moléculas que pueden ser activadoras, represoras, simples
transmisoras o moléculas que tienen un papel de soporte consodafiisld proteins’
que permiten que otras moléculas puedan interaccionar entre si 0 ser moléculas de
anclaje. Este proceso de transmision de la sefial se denomina transduccién y las
moléculas que intervienen de forma directa constituyen las vias de sefalizacion celular
(292).
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Hay muchas vias de sefalizacién en las células y muchas de ellas se han implicado en
cancer. Las principales son las via PI3K-AKT-mTOR, la via RAS-RAF-MAPK, la via

de TGF-beta, la via NOTCH, la via JAK-STAT, la via Hedgehog, la via Wnt o la de
NF-kB (291).

Dado que este trabajo estudia las principales vias de sefializacién involucradas en la
regulacion de las sefiales de crecimiento celular, Unicamente se describiran las 2

primeras.

3.2.1 Receptores de los factores de crecimiento

Los receptores de los factores de crecimiento son las primeras moléculas en recibir el
estimulo y transmitirlo hace el interior de la célula. Existen receptores de diversos tipos
que van desde los asociados a canales de membrana o receptores con actividad
enzimatica en los que existe una unidad catalitica de tipo tirosina quinasa, tirosina
fosfatasa, serina treonina quinasa, guanilato ciclasa, etc. (261, 291). Algunos receptores
forman complejos con otras proteinas en las que se combinan el receptor con una
proteina acopladora o transductora y una efectora.

A pesar de la complejidad e interconectividad de las distintas vias de sefializaciéon las
vias principales tanto desde el punto de vista fisiologico como de la enfermedad se
centran en 8 principales tipos de receptores: los receptores unidos a proteinas G,
receptores hormonales nucleares, TGF-beta, JSK, Hedgehog, Wnt y los receptores
tirosina quinasa (293). Sin embargo, el nimero de receptores tirosina quinasa en los
vertebrados es aproximadamente de 58, representando el triple que los invertebrados, en
relacion a la totalidad del genoma. Como consecuencia de este incremento de genes a lo
largo de la evolucion, existe marcada duplicidad o redundancia de moléculas implicadas
en las vias de sefializaciéon, aumentando la complejidad del sistema, aunque parte de
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estos genes se encuentran normalmente inactivados o acaban constituyendo
pseudogenes (294).

Los receptores de los factores de crecimiento epidérmico representan una familia de
receptores con actividad quinasa y como otras proteina quinasas juegan un papel clave
en la regulacién de la biologia celular y entre los que también se incluyen otros
receptores como c-kit, VEGFR, HGFR y RET (261, 295). Actualmente se conocen 4
miembros en esta familia de receptores (296). Tienen en comun su estructura, estando
constituidos por un dominio extracelular, un segmento transmembrana y un dominio
intracitoplasmético con actividad tirosina quinasa. En el dominio extracelular se
encuentra el sitio de union del el ligando ocasionando la dimerizacién del receptor, es
decir, la aproximacion y union de los moléculas, dando como resultado la
autofosforilacion de los dominios intracitoplasmaticos y el inicio de la cascada de
sefalizacion intracelular. Esta dimerizacidon puede ocurrir entre moléculas iguales o
entre miembros distintos de la familia, denominandose homodimerizacion y
heterodimerizacién, respectivamente. Segun sean las moléculas que formen parte del
dimero, la via de sefalizacion activada y la capacidad transformante sera diferente
(296). Por otro lado la heterodimerizacion aumenta el numero de ligandos que pueden
activar un receptor individualmente y aumenta las vias de sefializaciébn que puede
activar.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR o c-erbB1 o HER1) es una
glicoproteina de membrana de 1186 aminoacidos en su forma mas frecuente, que esta
formada por un dominio extracelular de 622 aa, un dominio transmembrana de unos 50
aa y un dominio citoplasméatico de 542 aa con actividad tirosina-quinasa (297). EGFR
se activa por la unién con un ligando como EGF, TGF-alfa o la anfiregulina. Tras la

union con el ligando dimeriza con otra molécula de EGFR con otro receptor de la
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misma familia como HER2. EGFR se sobreexpresa en multiples carcinomas entre los
gue cabe destacar los de vejiga, mama, cabeza y cuello, rifidn, pulmon y préstata (298-

300).

FIGURA 8. Representacion esquematica de los receptores de la familia EGF. HER2 no tiene sitio de union

de ligando y HER3 no tiene actividad tirosina quinasa en el dominio intracelular.
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El segundo miembro de la familia es HER2/Neu o c-erbB2. Comparte una homologia
del 40% con EGFR (301). El gen esta localizado en el cromosoma 17g21 y codifica un
proteina de 185kDa formada por un dominio extracelular de 632 aa con capacidad de
unién a ligando, un dominio transmembrana de 22 aa y un dominio citoplasmético de
580 aa, con actividad tirosina-quinasa. En la actualidad no se conoce un ligando
especifico para el mismo. Los mecanismos por los cuales puede alterarse la funcion de
HER2 son mdltiples, si bien el mas habitual en tumores humanos es la amplificacion, es

decir, el nimero de copias del gen. Se han observado alteraciones en HER2 en multiples
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tumores como mama (302), ovario (92), vejiga urinaria (303), glandula salival (304),
endometrio (305), pancreas (306), en carcinomas de células pequefia pulmonar (307) o
préstata (308).

Los dos miembros restantes de la familia de receptores ErbB son HER3 y HERA4. El
primero tiene un dominio tirosina quinasa no funcionante, por lo que so6lo puede
activarse por heterodimerizaciéon con otros miembros de la familia. Se ha encontrado
sobreexpresado en tumores de mama, prostata y colon (298-300). Recientemente, se ha
visto correlacion de su sobreexpresion con la supervivencia en cancer de ovario, incluso
en el andlisis multivariado (95). HER4 se ha descrito sobreexpresado en tumores de

mama y en tumores de la granulosa ovaricos (298).

3.2.2 Via PI3BK/AKT/mTOR

Esta via interviene regulando muchos procesos celulares destinados a garantizar la
supervivencia de la célula como la apoptosis, el crecimiento celular, la diferenciacion
celular o la proliferacion. Es una via que tiene gran interés clinico ya que se puede

bloquear farmacoldgicamente en diversos puntos de la misma (309).

- PI3K o fosfatidilinositol-3-quinasa es una quinasa lipidica que integra las
seflales procedentes de los receptores y las traslada a nivel intracelular para
poder controlar multiples procesos celulares como la proliferacion, el
crecimiento, la supervivencia, la motilidad o el metabolismo (310). PI3K
fosforila los fosfatidilinositoles en el grupo hidroxilo 3'. Esta compuesto por una
unidad catalitica (p110) de la que existen 3 isoformas PIK3CA, PI3CB y
PIK3CD. Esta unidad se asocia con la unidad reguladora (p85) de la que existen

5 isoformas.
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FIGURA 9. Representacion esquematica de la via PI3K-AKT-mTOR

En ausencia de sefiales de crecimiento, ambas unidades estan unidas. Al
activarse el receptor, p85 se libera y p110 fosforila el fosfatidilinositol bifosfato,
que a su vez activara AKT (311). PIK3CA se encuentra mutado en multiples
tumores, siendo los mas frecuentes los de endometrio, mama, ovario y
colorrectales (311).

PTEN (fosfatasa y homodlogo de la tensina en el cromosoma 10) es una fosfatasa
gue elimina el fosfato del grupo hidroxilo 3, desactivando la via y por tanto
contrarrestando el papel de PI3K. También se han descrito ganancias numeéricas
o amplificaciones génicas en tumores de cabeza y cuello, cérvix uterino, pulmon
o linfomas. El resultado es la activacion constitutiva de la via. La inactivacion de
PTEN ocurre generalmente por mutacion, que puede ser germinal constituyendo
el sindrome de Cowden o somaética, encontrandose en este caso en carcinomas

de endometrio, mama, pulmon o linfomas (312).
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AKT o proteina-quinasa B (PKB) es una serina-treonina quinasa que regula
funciones celulares tan dispares como el metabolismo, la apoptosis, el
crecimiento celular, la diferenciacion celular, la angiogénesis o la motilidad
celular (313). Se conocen actualmente tres miembros de la familia: Aktl, Akt2 y
Akt3 los cuales comparten una homologia de >80%. Estan constituidos por tres
dominios: un dominio con homologia a la plecstrina con el que se une a los 3-
fosfatidilinositoles, un dominio con actividad quinasa y un dominio regulador.
En estos dos ultimos dominios existen dos puntos de activacion por fosforilacion
gue son los residuos Thr308 y Ser473 en el caso de AKT1 (313). La forma de
activacion principal de AKT esta mediada por PI3K, ya que la forma fosforilada
ancla AKT a la membrana citoplasméatica y cambia su conformacion para poder
ser fosforilada por PDK1 (quinasa dependiente de fosfatidilinositol-1). También
se ha visto que también puede fosforilarse por vias independientes de PI3K
como a través de quinasas de la familia SRC (314). Una de las primeras
funciones descritas de AKT es el aumento de la supervivencia blogueando
procesos y proteinas proapoptoticas como los inhibidores de Bcl2 o BAD (315).
A través de mTOR, como se discutira mas adelante, regula el crecimiento
celular. Paralelamente a la via de MAPK, AKT también puede regular la
proliferacion celular, favoreciendo la activacion del ciclo celular. Se ha visto que
AKT puede fosforilar p27kipl que es un inhibidor del ciclo celular. Esta
fosforilacién evita su traslocacion al nucleo por lo que mitiga su efecto inhibidor
(316). La activacion de AKT en las células endoteliales a través de factores de
crecimiento como VEGF contribuye al proceso de angiogénesis. Ademas, a
través de mTOR favorece la traduccién de factores proangiogénicos como

HIF1(317). Por ultimo, también interviene en la regulacion del metabolismo
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celular estimulando la entrada de glucosa en la célula, fundamentalmente
mediado por el transportador de glucosa Glut4 (318). En cancer se ha descrito la
amplificacion génica y sobreexpresién en algunos carcinomas de ovario (319) y
de mama (320) y de forma menos frecuente en otros carcinomas y también en
linfomas (321). Es mas frecuente la hiperactivacion de AKT y puede observarse
en multiples tipos de tumores que van desde linfomas, glioblastomas o tumores
de localizaciones muy variables, con unos porcentajes que oscilan entre el 30-
80% de los casos (322).

MTOR (mammalian target of rapamycin) o diana de la rapamicina es una
molécula central en la transmision de las sefiales de crecimiento hacia el nacleo
y su papel mas importante esta en la regulacion del crecimiento celular (323)
pero también interviene regulando el metabolismo celular, la proliferacién y la
supervivencia. La rapamicina es un antifungico de la familia de los macrélidos
qgue inhibe la proliferacién celular en mamiferos y que ademas tiene efectos
inmunosupresores. En 1991 se identific6 TOR porqué su mutacion conferia
resistencia a la capacidad inhibitoria de la rapamicina (324). Se trata de una
proteina con actividad serina-treonina quinasa en su extremo carboxi-terminal.
Esta proteina forma los complejos mMTORC1 y mTORC2, estando el primero
constituido por 5 proteinas entre las que se incluye raptor y el segundo por 6
proteinas entre las que esta rictor y deptor (325). El primero regula de forma
positiva el crecimiento celular promoviendo la sintesis de proteinas, lipidos y
organelas y limitando procesos catabdlicos como la autofagia. La sintesis de
proteinas la regula favoreciendo la formacion del proceso de iniciacion de la
sintesis proteica liberando elF4E de su molécula inhibidora 4E-BP1 como se

expondrd mas adelante. A través de la fosforilacion de p70S6K aumenta la
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sintesis de mARN vy la funcion ribosomal (326). Asimismo, aumenta la sintesis
de lipidos y el metabolismo y biogénesis de mitocondrias (327). El segundo
complejo, mMTORC2, esta peor caracterizado y no responde a la rapamicina.
También tiene un papel regulador de AKT ya que en parte la fosforilacion
completa de la misma depende de este complejo (328). También regula la
organizacién del citoesqueleto (329). La regulacibon de mTORC1 es muy
compleja e intervienen mdultiples factores, de manera que es una molécula
integradora de multiples sefiales. La mas importante es la que proviene de los
factores de crecimiento y que llega a través de la activacion de AKT y esta
mediada por TSC1 / TSC2 (complejos de la esclerosis tuberosa) y Rheb (330). A
su vez TSC1 y TSC2 estan reguladas por ERK1/2 y RSK1 (326). Su activacion
también depende del estado energético de la célula a través de la proteina
quinasa activada por AMP (AMPK) (331), del nivel de oxigeno (332) y de la
presencia de aminoacidos (325). Dado que se trata de una molécula que
centraliza el crecimiento celular y éste es clave en el desarrollo de neoplasias,
MTOR se encuentra hiperactivado en gran niumero de neoplasias Este hecho
adquiere especial importancia dada la existencia de moléculas, algunas derivadas
de la rapamicina, que lo bloquean y por tanto es una diana terapéutica. Se ha
descrito activado en carcinomas de células renales, carcinoma no microcitico
pulmonar, cancer de mama, sarcomas, linfomas o tumores gastrointestinales
entre otros (333-338).

Los efectores de mTOR son diferentes en funcion del complejo que forme con
las otras proteinas mencionadas. ElI complejo TORCL1 tiene como principales
moléculas efectoras la proteina p70S6K y 4E-BP1, ademas de regular otras vias

como la biogénesis de ribosomas, algunos factores de transcripcion o bloquear la
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autofagia. Por otro lado, el complejo TORC2 regula AKT, PKC o Rho y Rac
(339). Mediante el primer complejo, mTOR regula la traduccion de proteinas
(340). La activacion de p70S6K depende de mTOR y de PDK1 que la fosforilan
en distintos sitios, necesarios para su completa funcionalidad, que consiste en
fosforilar la proteina S6 de la subunidad ribosémica 40S. Esta activacion
conlleva el aumento de transcripcion de los mMARNSs que contienen en el extremo
5" el tracto de oligopirimidina o 5TOP. Estos mARNSs codifican proteinas
implicadas en la traduccion de proteinas, incluyendo proteinas ribosomales o
factores de elongacion de la traduccion proteica. Estos mARNs 5TOP
representan el 15-20% del total de mARNSs de la célula (339). Esta funcion ha
sido debatida en la literatura, ya que puede ocurrir también de forma
independiente a la activacion de p70S6K (341, 342). Otras funciones atribuidas
a esta proteina estan implicadas directamente a la sintesis de proteinas, el
crecimiento celular, la regulacion de la via de mTOR en forma de
retroalimentacion, supervivencia celular o motilidad celular (341).

Otra molécula efectora de TORCL1 es 4E-BP1 y su funcion principal es unirse al
factor iniciador de la traduccion 4E o elF4E, bloqueandolo. Es, por tanto, un
represor de la traduccién proteica (342-344). En realidad, se conocen 3 proteinas
con esta funcion también llamadas 4E-BP2 y 4E-BP3, estando las 2 primeras
presentes en la mayoria de tejidos y la tercera presenta un patrén de expresion
mas restringido (345). 4E-BP1 es el miembro mejor caracterizado de la familia.
Cuando 4E-BP1 es fosforilada, libera elF4E, de manera que éste puede unirse al
complejo de iniciacién de la traduccion y empezar la sintesis de proteinas (346)
(ver HGURA 10). Esta fosforilacion de 4E-BP1 depende en gran parte del

complejo TORC1 y se produce de forma jerarquica de forma que para poder
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fosforilarse la Ser65 tiene que hacerlo primero la Thr37, Thr46 y la Thr70 (347),
Este proceso es muy complejo y no totalmente conocido, dado que se conocen 6
sitios de fosforilacion en humanos que regulan su funcién y al menos 2 de ellos
dependen directamente de TORC1 (347). Se ha demostrado que el bloqueo de

MTOR por la rapamicina impide la fosforilacion completa de 4E-BP1 (348)

FIGURA 10. Formacién del complejo de iniciacion de la traduccién cuando 4E-BP1 libera elF4E

al hiperfosforilarse

SINTESIS DE
PROTEINAS

Una vez liberado elF4E se formara el complejo de iniciacion con elF4G, elF4B

y elF3 que se uniran a través del primero a la estructura CAP de los mARNS.
(346). En esta fase se van a unir el ARN de transferencia (tARN) con el codon
de iniciacion correcto, la subunidad 40S del ribosoma y los elFs. Cuando el
complejo esta constituido se une la subunidad 60S del ribosoma para empezar la
traduccién. Este inicio de la traduccion puede seguir 2 vias diferentes en funcion
de si la estructura del mARN que interacciona con el complejo es la estructura
CAP del ARN o0 no (349). La estructura CAP constituida p&BpppN y esta

situada en el extremo terminal 5’ del mARN al que se le van a unir los elFs.
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Otras moléculas pueden regular esta fase del inicio de la sintesis proteica asi
como la funcion de 4E-BP1 como por ejemplo p53 (350) y otras todavia

desconocidas.

3.2.3 Via Ras/Raf/[ERK MAPK

En el estudio de las vias de sefializacion de las sefiales mitogénicas hacia el ndcleo, esta
via es la primera que se describid (351). La cascada de sefiales que transmite esta via
interviene en aspectos fundamentales de la célula como la proliferacion, diferenciacion

y supervivencia. Al ser una via que regula la proliferacion celular su alteracién se ha
descrito en diversos canceres humanos. Esta via de sefializacion es de gran interés ya
gue varias de las moléculas que la constituyen se encuentran mutadas de forma
recurrente en diversos tipos de tumores y ademas existen tratamientos dirigidos contra
ellas (352). Globalmente, las diferentes MAPK se activan de manera similar. Existe una
quinasa que las fosforila (MAPKK) y ésta a su vez es fosforilada por otra quinasa
(MAPKKK). Existen diversas MAPK siendo las principales ERK1/2, JNK, p38 y
ERKS5, que intervienen en procesos similares de la célula. La via mejor caracterizada es
la de ERK1/2 ya que es la que se encuentra alterada con mayor frecuencia en cancer y
existe mayor desarrollo de farmacos que la bloguean a distintos niveles.

A parte de las moléculas implicadas directamente en la transduccién de la sefal
intervienen diversas proteinas de timoaffold” como KSR1, MP1, beta-arrestina o

JIP1 (353). En la regulacion de la via también intervienen diversas fosfatasas llamadas

MAPK fosfatasas 0 MKPs que defosforilan e inactivan las MAPK (354)
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FIGURA 11. Representacion esquematica de la via de la ERK MAPK

Los adaptadoresson las primeras moléculas a activarse tras la unién de un
ligando (factor de crecimiento) al receptor tirosina quinasa de la membrana e
iniciarse la cascada de sefalizacion. Esta activacion promueve la union de
proteinas como Grb2 y SOS a la membrana celular, acercando esta Ultima a
RAS. SOS favorece la union de GTP con RAS activandolo (355).

RAS es un miembro de la familia de proteinas unidas a GTP o proteinas G y que
actuan como interruptores moleculares. Se conocen tres miembros de la familia
RAS: Harvey-RAS (H-RAS), Kirsten-RAS (K-RAS) y Neuroblastoma-RAS (N-
RAS) (356). La mutacion de RAS se ha descrito en aproximadamente una
tercera parte de tumores humanos, convirtiendo esta proteina en uno de los
oncogenes mas potentes (351). RAS es una proteina que se encuentra unida a la
membrana citoplasmatica, que tras la union con SOS vy el intercambio de GDP,

sufre un cambio conformacional que permite la unidon con sus efectores,
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principalmente RAF. Se encuentra mutado en multiples tumores siendo el
resultado la activacion constitutiva de la molécula existiendo un cambio
conformacional que impide que pueda defosforilarse y por tanto ser inactivada.
Se ha descrito mutada en multiples tumores entre los que destacan los
carcinomas pancreaticos, colon, pulmon y mama (357).

RAF es una serina-treonina proteina quinasa representando en esta via la
MAPKKK y por tanto el primer miembro del modulo central de la via. Se
conocen 3 tipos: RAF-1, A-RAF y B-RAF, de la cual se conocen multiples
isoformas (358). Se ha demostrado mediante estudios experimentales que RAF
juega un papel importante en el desarrollo tisular y alguno de los miembros de
esta familia como B-RAF es encuentra mutado en algunos tumores humanos,
destacando el carcinoma folicular de tiroides (359) y melanomas (360) y mas
recientemente algunos tumores hematolégicos como las tricoleucemias (361).
Resulta interesante la diferente afinidad entre los distintos miembros de la
familia RAS y de la familia RAF, pudiendo condicionar el tipo de respuesta.

El segundo miembro del moédulo central de la viMEK . Es una quinasa de la
MAPK (MAPKK) que es activada cuando RAF la fosforila. Existen 2 formas
que comparten el 80% de la secuencia: MEK1 y MEK2. Cada una de ellas es
activada de manera diferencial por los diversos miembros de RAF: B-RAF
activa MEK1, RAF-1 activa ambas formas y A-RAF tiene escasa actividad
activadora de MEK. Se ha relacionado con procesos de angiogénesis durante el
desarrollo y se ha demostrado su activacion de diversos tumores humanos (362).
El centro de esta via lo ocupa la quinasa regulada por sefales extracelulares o
ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) (363) . Es una MAPK de la que

se conocen 2 formas: ERK1 y ERK2. Son serina-treonina quinasas de 44 y 42
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kD respectivamente y con secuencias idénticas en el 90%. Se expresan de forma
normal en todos los tejidos de los mamiferos, con predominio de ERK2 sobre
ERK1 (351). La activacién de ambas proteinas es por fosforilacion en Thrl85 y
Tyrl87, siendo necesaria la fosforilacion de ambos sitios para que su activacion
sea significativa. Por otro lado, el control de estas moléculas est& realizado por
fosfatasas especificas para ambos sitios de fosforilacion, llamadas DSP o MKP.
Las ERK son quinasas dirigidas por prolina, que fosforilan residuos de serina o
treonina cercanos a prolinas. Su activacion regula las vias relacionadas con las
sefales de crecimiento en el citoplasma y cuando se trasloca al nucleo fosforila
diversos factores de transcripcién que regulan la expresion génica (363). Dentro
de las dianas de ERK en el citoplasma se encuentra SOS ejerciendo de este
modo un feed-back negativo sobre la via, ya que la fosforilacibn de SOS por
ERK, lo separa de la membrana y por tanto lo aleja de RAS (364). En este
mismo sentido, también ejerce un autocontrol fosforilando las MPK.

Dos proteinas reguladas directamente por ERKMBiK1 y 2. Son serina-
treonina proteina-quinasas que se encuentran en el citoplasma. Estas proteinas
activan el factor de iniciacion de la traduccion de proteinas elF4E mediante su
fosforilacion en la posicién Ser209 (365). Las ERK también pueden regular la
traducciéon de proteinas mediante la fosforilacion de las quinasas de la proteina
ribosomal S6 (RSK). Se trata de una familia de serina-treonina quinasas de
90kD que se activan en respuesta a estimulos mitogénicos y que tienen en
comun la presencia de varios dominios cataliticos dispuestos en tandem que se
activan de manera secuencial por fosforilacion. Las RSK regulan la
transcripcion mediando la translocacion al nudcleo de diversos factores de

transcripcion como el protooncogen c-fos. Por otro lado, las ERK también
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ejercen su funcion en el nucleo al traslocarse al mismo, induciendo la expresion
de ciertos genes (366). En el nucleo pueden fosforilar unas proteinas con
estructura similar a las RSK, llamadas quinasas activadas por estrés y mitdgenos
(MSK), que también se poseen varios puntos de fosforilacion en tdndem y de
activan de manera secuencial. Pueden ser activadas tanto por ERK como por la
MAPK p38 (367). Otros sustratos de las ERK son los factores del complejo
ternario o TCF, entre los que cabe destacar Elk-1, Sapl, Sap2, otros miembros
de la familia de factores de transcripcion Ets, asi como Myc. Finalmente, la
activacion de las ERK esté relacionada con la biosintesis de proteinas, actuando
directamente sobre los ribosomas. ERK puede fosforilar el factor de
transcripcion especifico de la ARN polimerasa-lll (TFIIIB), induciendo la

sintesis de tARN y de la proteina ribosdmica 5S.
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[I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS







Justificacion del trabajo

Los carcinomas de ovario y de endometrio, como los de otras localizaciones, muestran
multitud de alteraciones genéticas y gran heterogeneidad tumoral, Ademas, la
redundancia de moléculas y de vias de sefalizacion dificultan la comprension de los
mecanismos oncogenicos implicados y el disefio de estrategias terapéuticas dirigidas al
bloqueo de las mismas, dada la aparicibn de mecanismos compensadores por parte de
las células. A pesar de los grandes avances en el conocimiento de las alteraciones
genéticas y de los mecanismos de regulacion de la expresion molecular, el nUmero de
dianas terapéuticas eficaces en estos tumores sigue siendo limitado.

Por todo ello, pensamos que el estudio funcional de las vias que transmiten la sefial
oncogénica desde la membrana celular al nacleo y que finalmente implica la traduccion
de unas proteinas en los ribosomas producto de la expresion de los genes activados, es
importante para la comprension de los mecanismos que subyacen en el proceso de
carcinogeénesis y de la historia natural del tumor. Ademas, aportaria informacién util
para establecer estrategias terapéuticas dirigidas al bloqueo de las mismas. Dada la
redundancia de vias de sefializacion y las multiples interacciones entre ellas, es de
interés estudiar la expresion de factores representativos de las mismas, que puedan ser
indicativos de la activacion funcional de la célula tumoral, independientemente de cual

sea el origen de la sefial oncogénica que reciba la célula.

Por todo lo anterior, planteamos la siguiente hipétesis:
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Hipotesis

Dada la complejidad de alteraciones implicadas en el proceso de carcinogénesis de los
tumores de ovario y endometrio, con presencia de alteraciones en moléculas implicadas
en las vias de transduccién de la sefal, nos planteamos estudiar estas rutas a nivel
protedbmico en estos tumores, para valorar su papel en la determinacion de su

comportamiento bioldgico y correlacion con parametros clinico-patoldgicos.

La hipétesis central del trabajo es que esta complejidad y redundancia de moléculas y
vias de sefalizacion implica que escasos factores sean los efectores finales de las
mismas, y que en ellos converjan las sefales proliferativas. Estos factores serian

mecanismos clave en la regulacién de la expresion genética resultante del estimulo

proliferativo, actuando a nivel nuclear o de la sintesis selectiva de proteinas.

Para la realizacion de dicha hip6tesis nos planteamos los siguientes objetivos.

Objetivos

Objetivo principal

Estudiar los factores mas relevantes conocidos en la actualidad en las vias de
sefalizacion celular implicadas en garantizar la sefial replicativa de la célula. Estos
factores van desde los receptores de los factores de crecimiento a nivel de la membrana
celular hasta los que actian a nivel de la regulacion de la sintesis de proteinas en los
ribosomas. Este objetivo se centra en el estudio de la expresion de algunos de estos
factores y su correlacion con las caracteristicas clinico-patologicas de los tumores, para

identificar aquellos que puedan tener un papel central en la regulacion de estas vias.
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Objetivos especificos
- Estudiar, de forma descriptiva, las caracteristicas clinico-patolégicas de los
carcinomas de ovario y de endometrio del Hospital Vall d’Hebron
- Estudiar los factores mas representativos de las vias de sefalizacion celular
implicadas en la regulacién del crecimiento y proliferacion celular, incluyendo
receptores de factores de crecimiento, moléculas transductoras de la sefial y
moléculas efectoras.

o Estudiar por inmunohistoquimica de la expresién de estos factores en los
carcinomas de ovario y de endometrio asi como en tejido normal y
tumores benignos.

o Estudiar la correlacion de la expresion de estos marcadores con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores.

o Estudiar la correlacion de la expresion de los distintos marcadores para
determinar las posibles interacciones entre ellos

o Estudiar su papel en la determinacion de la supervivencia de las

pacientes.
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[II. MATERIAL Y METODOS







1 CASOS AESTUDIO

El estudio es de tipo retrospectivo en el que se analizaron casos de carcinomas de ovario
y endometrio consecutivos. Se incluyeron todos aquellos casos en los que se pudieron

obtener todos los datos descritos a continuacion, siendo excluidos el resto.

La serie a estudio estad constituida por 129 neoplasias de ovario intervenidas en el
Hospital Maternoinfantil de la Vall d’'Hebron desde 1994 a 199&1(A" 1). Todos los
tumores borderline y malignos siguieron el mismo procedimiento. Las muestras se
recibieron en fresco y como estudio intraoperatorio en un plazo de tiempo desde la
extraccién no superior a los 15 minutos. Tras la apertura de la pieza se procedieron a
fijarse en formol por un periodo de 24h. Posteriormente se realizé el tallado siguiendo
los protocolos del Servicio en los que se incluyen 5-10 cortes de tumor en funcién del
tamafio, estando representadas la capsula y las areas macroscopicamente distintas asi
como la trompa. El resto de cirugia protocolizada también fue incluida para la correcta
estadificacion. En el caso de los cistadenomas se recibieron fijados en formol en la
mayor parte de casos. El material fue incluido en parafina y se realizd tincion de
hematoxilina-eosina y las técnicas inmunohistoquimicas necesarias para el diagnostico
si el caso lo requeria.

Fueron diagnosticados segun la clasificacion de las OMS (weDRD 1) Yy
estadificados por el sistema de la FIGO (vengRo 3). El grado histolégico se valoré

segun las recomendaciones de la OMS que se basa en el de la FIGO. Los carcinomas
mucinosos Y los endometrioides se valoraron en 3 grados y los serosos en alto y bajo

grado. Los carcinomas de células claras se consideraron todos grado 3.
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TABLA 1. Muestras del estudio de carcinomas de ovario

NUm casos
Tumores benignos 27
Tumores borderline 27
Carcinomas 75
Total 129

También se estudié una serie de carcinomas de endometrio, asi como endometrios
funcionales y con hiperplasia endometrial. La serie incluia en total 138 casos recibidos
en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Vall d’Hebron entre los afios 1995 y

2000 (TaBLA 2).

TABLA 2. Muestras del estudio de carcinoma de endometrio

NUm casos
Endometrios funcionales y atroficos 15
Hiperplasias 3
Carcinomas 120
Total 138

Los carcinomas, como con los ovarios, se recibieron en fresco en el Servicio de
Anatomia patologica y tras la apertura del Gtero se dejaron fijar 24h. Se realizé el
tallado de las piezas incluyendo las muestras protocolizadas en el Servicio que incluyen
al menos 3 bloques de tumor con representacion de la zona de maxima infiltracion,
orificio cervical interno, orificio cervical externo, anejos uterinos y cualquier otra lesién

macroscopica de interés. Las muestras de endometrio funcional e hiperplasias

procedieron de aspirados endometriales recibidos fijados en formol.
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De todos los casos se recogieron datos de seguimiento de las historias clinicas hasta el
afo 2004 y las variables enumeradas a continuacion fueron incluidas en una base de
datos Microsoft Access 2000®:

1. Numero de historia clinica

2. Numero de biopsia

3. Edad de la paciente en el momento del diagnostico

4. Fecha de cirugia

5. Presencia de recidivas y fecha de su diagnéstico

6. Muerte por enfermedad y fecha

7. Fecha del ultimo control en el caso de ausencia de enfermedad neoplasica

8. Estadio FIGO

9. Tipo histoldgico del tumor

10. Grado histoldgico

11.El % de invasion miometrial en los carcinomas de endometrio

2 CONSTRUCCION DE LAS MATRICES DE TEJIDOS
(“TISSUE MICROARRAYS” (TMA))

De los bloques de parafina de los distintos casos se escogio el mas representativo y de
las zonas mejor conservadas y alejadas de las areas de necrosis, se seleccionaron tres
puntos de donde se realiz6 una puncion de la que extrajo un cilindro de tejido. La aguja

utilizada para la puncién fue de 2mm de diametro y se realizaron 3 punciones por caso.
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Con los cilindros obtenidos se incluyeron en un bloque de parafina en blanco,
construyéndose asi, una matriz de muestras de los diferentes bloques de parafina. Cada
TMA incluia un numero variable de casos que oscilaba entre 10 y 20. En una tabla se
recogio6 la identificacion del caso al que correspondia cada cilindro de tejido segun la
posicién en el TMA. Asimismo, se dejaron espacios en blanco para permitir orientar el

TMA correctamente e identificar cada caso.

3 TINCIONES INMUNOHISTOQUIMICAS

De los blogues de TMA se realizaron cortes de 5 micras para la realizacion de las
tinciones inmunohistoquimicas, en portas tratados con poli-L-lisina.

Las técnicas inmunohistoquimicas realizadas para el estudio de cancer de ovario fueron
para HER2, EGFR y para las formas fosforiladas de AKT, ERK MAPK, 4E-BP1,
p70S6K y la proteina ribosdmica S6.

Para el estudio de cancer de endometrio se realizaron técnicas inmunohistoquimicas
para HER2, EGFR y para las formas fosforiladas de AKT, ERK MAPK y 4E-BP1.
Simultdneamente, en ambos estudios también se realizaron las mismas técnicas sobre
cortes completos de tumor para confirmar que el resultado obtenido en los TMAs era

concordante con el obtenido en el corte entero.

Los anticuerpos primarios y caracteristicas principales de los protocolos usados fueron

los siguientes:

Anticuerpo: EGFR

Casa comercial: Dako Caodigo: K1494
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Dilucién: 1/100
Desenmascaramiento antigénico: proteinasa K

Tiempo de incubacién: 30 min.

Anticuerpo: HER2

Casa comercial: Dako Cddigo: K5209

Dilucién: 1/20

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacién: 30 min.

Anticuerpo: p-ERK

Sitio de fosforilacién: Thr 202/ Tyr 204

Casa comercial: Cell signaling Cddigo: 9101

Dilucién: 1/50

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacion: 120 min.

Anticuerpo: p-AKT

Sitio de fosforilacion: Ser 473

Casa comercial: Cell signaling Cébdigo: 9277

Dilucién: 1/50

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacion: 120 min.

Anticuerpo: p-4EBP1
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Sitio de fosforilacion: Thr 70

Casa comercial: Cell signaling Caddigo: 9455

Dilucién: 1/100

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacién: 60 min.

Anticuerpo: p-p70S6K

Sitio de fosforilacion: Thr 389

Casa comercial: Cell signaling Cddigo: 9205

Dilucion: 1/100

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacion: 120 min.

Anticuerpo: p-S6
Sitio de fosforilacion: Ser 240/ 244
Casa comercial: Cell signaling Cddigo: 2215

Dilucién: 1/50

Desenmascaramiento antigénico: olla a presion 5min con citrato 10 mM, pH6

Tiempo de incubacién: 60 min.

El procedimiento de la técnica fue el siguiente y fue realizada de forma automatizada en

el tefiidor Autostainer de Dako:

* Desparafinado en xilol (2 x 5 min)
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Rehidratacién en soluciones decrecientes de etanol (2 x 5 min en 100%, 95%,
60% y agua destilada)

Bloqueo de la peroxidasa endégena con peréxido de hidrégeno 10% en metanol,
20 min

Desenmascaramiento antigénico (especificado para cada anticuerpo)

Incubacion con el anticuerpo primario (dilucion y tiempos especificados para
cada anticuerpo)

Deteccion mediante el sistema EnVision+ de Dako, segun las indicaciones del
producto.

Contratincion con hematoxilina 5 min

Deshidratacion con soluciones crecientes de etanol

Montado con DPX

Valoracion de la inmunotincién:

Los anticuerpos con positividad de membrana se valoraron en 3 grados, con los

siguientes criterios:

Negativo: ausencia de tincion

1+: positividad débil de membrana e incompleta

2+: positividad moderada y completa de toda la membrana

3+: positividad intensa y completa de la membrana

Los anticuerpos con tincion citoplasmatica se valoraron de forma semicuantitativa en 3

grados:

- Negativos: ausencia de tincion
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- 1+: positividad débil y focal
- 2+: positividad moderada en la mayoria de células

- 3+: positividad intensa en la mayoria de células

Los anticuerpos con tincidbn nuclear se cuantificaron por el porcentaje de células
positivas y su intensidad de forma semicuantitativa. Posteriormente, se realizd el
Histoscore (Hscore) como se describié para valorar los receptores hormonales en el
cancer de mama (368). Se calcula la positividad mediante la siguiente formula: (%
células débiles x 1) + (% células moderadas x 2) + (% células intensas x 3). De esta

forma se obtienen valores comprendidos entre 0 y 300.

Los anticuerpos que presentaron mas de un patrén de tincion, se valoré cada patrén por
separado segun los criterios arriba mencionados y se registraron en la base de datos

como valores independientes.

4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron exportados desde la base de datos al programa SPSS version 17.0

(PASW17) donde fueron analizados.

Para el estudio de la relacion entre las variables cualitativas por las diferencias
observadas en cada categoria se us6 la prueba de Chi-cuadrado de P8arsonun

nivel de significacion bilateral de p<0.05. S6lo se consider6 el resultado como valorable

en aquellos casos en los que las frecuencias esperadas en cada categoria eran superiores

a 5. En aquellos casos en los que se valoraban variables con dos categorias (tablas de
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contingencia de 2 x 2) se aplico la correccion de Yates (correccion por continuidad).

Para su representacion grafica se usaron diagramas de barras.

Para las variables cuantitativas se usaron las pruebas no paramétricas de U de Mann-
Whitney cuando se valoraban 2 muestras independientes y la H de Kruskal-Wallis
cuando eran mas de 2 muestras independientes. Para la representacion grafica de las

diferencias observadas en cada grupo se usaron diagramas de cajas.

El andlisis de la supervivencia se hizo mediante el método de Kaplan-Meier usando el
Log rank para analizar las diferencias entre los diferentes grupos. El andlisis
multivariado de la supervivencia se hizo con aquellas variables que resultaron
estadisticamente significativas en el estudio univariado, utilizando el método de

regresion de Cox para el estudio de riesgos proporcionales.
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IV. RESULTADOS







1 RESULTADOS EN TUMORES DE OVARIO

1.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1.1.1 Edad

En la serie estudiada habia un predominio de mujeres postmenopausicas. Las edades de
las pacientes estaban comprendidas entre 20 y 87 afios, con una media de 55.18 afios, la
distribucion de las cuales puede observarse erGliRE 12. Esta media variaba segun

se tratara de tumores benignos (media de 43.31 afios), borderline (media de 45.96 afnos)

o malignos (media de 61.10 afios).

FIGURA 12. Histograma y curva normal representativa de la frecuencia de tumores de ovario por edades y

tipo de tumor.
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1.1.2 Tipo histoldgico

La serie constaba de 27 (21%) tumores benignos, 27 (21%) tumores borderline y 75
(58%) tumores malignos. Distribuidos por tipos histolégicos como se muestra en la

TABLA 3.

TABLA 3. Frecuencia de tipos histoldgicos

Tipo histologico n %

Tumores benignos Cistad seroso 20 15,5
Cistad mucinoso 7 54

Tumores borderline BL seroso 11 8,5
BL mucinoso 16 12,4

Carcinomas Ca seroso 29 22,5
Ca mucinoso 15 11,6

Ca endometrioide 16 12,4

Ca células claras 15 11,6

TOTAL 129 100,0

1.1.3 Grado histolégico

Dentro de los tumores malignos, 10 casos (13.3%) eran bien diferenciados, 13 (17,3%)
moderadamente diferenciados y 52 (69.3%) poco diferenciados. La distribucion por
tipos histolégicos puede observarse enAaLR 4. Los carcinomas serosos y los de

célula clara fueron todos de alto grado y los mucinosos eran mayoritariamente de bajo

grado.
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TABLA 4. Tabla de contingencia para grado histoldgico y tipo histoldgico.

Grado
1 2 3 Total

Tipo histolégico  Ca seroso NUm 0 0 29 29
% ,0% ,0%4 100,094 100,09

Ca mucinoso NUm 9 5 1 15

% 60,094 33,3% 6,794 100,09

Ca endometrioide  NUm 1 8 7 16

% 6,394 50,094 43,894 100,09

Ca cél claras NUm 0 0 15 15

% ,0% ,094 100,094 100,09

Total NUm 10 13 52 75
% 13,394 17,394 69,3% 100,09

1.1.4 Estadio

De todos los tumores malignos se conocia el estadio quirargico segun los criterios de la
FIGO tras el estudio anatomopatologico del material remitido. La serie estaba
constituida por 15 casos en estadio IA, 3 en estadio IB, 1 en estadio IC, 13 en estadio
lIA, 3 en estadio IIB, 6 en estadio IlIA, 6 en estadio 1lIB, 23 en estadio IlIC y 3 en
estadio IV. No habia ningun caso en estadio IIC. Dado el bajo nUmero de casos en cada
subgrupo, se juntaron los casos de cada grupo para poder realizar la estadistica. De este
modo, la serie consta de 19 casos en estadio I, 17 casos en estadio Il, 35 casos en
estadio Il y 3 casos en estadio IV. LaBTA 5 muestra la distribucion de los diferentes

tipos histologicos segun los estadios.
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TABLA 5. Tabla de contingencia para estadio quirdrgico y tipo histoldgico.

Estadio
I Il 1 \Y Total
Tipo Ca seroso NUm 4 3 18 2 27
histol6gico % 14,89 11,19 66,79 7,4% 100,00
Ca mucinoso NUm 10 1 3 0 14
% 71,49 7,194 21,4% ,094 100,09
Ca endometrioide NUm 7 0 8 0 15
% 46,7% ,09 53,3% ,094 100,09
Ca cél claras NUm 8 0 6 1 15
% 53,3% ,099 40,0944 6,799 100,09
Total NUm 29 4 35 3 71
% 40,899 5,694 49,3% 4,29 100,09

1.1.5 Evolucion

El periodo de seguimiento obtenido fue variable con un rango de 13 a 75 meses (media
40.56 meses). Entre las mujeres con tumores borderline, 1 paciente murié por la
enfermedad (3,7%) y 1 (3.7%) presentaba enfermedad activa en el ultimo control. Las
22 restantes (81.5%) no presentaban evidencia de enfermedad. Entre las mujeres con
tumores malignos se observaron 23 muertes por enfermedad (32.4%), 14 (18.7%)

mujeres vivas con enfermedad activa en el ultimo control y en 34 casos (45.3%) no se

evidenci6 enfermedad.
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1.2 RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS

1.2.1 HER2

La tincién inmunohistoquimica para HER2 demostré positividad de membrana y en
algunos casos, sobre todo los que presentaban mayor intensidad de tincién, también se
observaba marcaje granular citoplasmatiacRA 13). Los resultados obtenidos segun

la intensidad de la tinciébn fueron los siguientes: 38 (29.5) negativos, 31 (24%)
intensidad 1, 37 (28.7%) intensidad 2 y 23 (17.8%) intensidad 3. Con fines estadisticos
estos resultados se agruparon y se consideraron negativos aquellos con intensidades
menores de 3, es decir, 89 casos (79.5%) como negativos y 23 casos (20.5%) como

positivos.

FIGURA 13. Expresion de HER2. Positividad de membrana y granular citoplasmatica en algunas células.

Todos los tumores benignos y borderline resultaron negativos mientras que 23

carcinomas sobreexpresaron HER2 representando el 32% de los mismos. Estas
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diferencias de expresion fueron estadisticamente altamente significativas (p<0.001). En
relacion al tipo histolégico los carcinomas mucinosos fueron los que menos expresaron
HER2 que solo se observo en el 7% y los carcinomas serosos en un 27% de casos. Los
carcinomas de células claras fueron positivos en un 46% y los endometrioides en un
54%. Las diferencias de expresion de HER2 observadas entre grados histologicos, que a
pesar de observarse un aumento en el nUmero de casos a medida que aumentaba el
grado, no fueron estadisticamente significativas. EmiA 6 se muestran los valores

p que han resultado del test de chi-cuadrado.

TABLA 6. Significacion estadistica de la expresién de HER2

Variable Significacion ()

Tipo de tumor (benigno, borderline, maligno) <0.001

Tipo histologico 0.037

Grado de diferenciacion 0.208

Estadio FIGO 0.152
1.2.2 EGFR

La expresidn inmunohistoquimica para EGFR fue principalmente de membrana
(FIGURA 14). Se demostr6 expresion de la proteina en 56 casos (51.4%), de
proporciones similares en tumores benignos (56%), borderline (41%) y malignos (53%).

No se observaron diferencias de expresion de EGFR entre los diferentes tipos
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histologicos: carcinomas serosos (52%), carcinomas mucinosos (36%), carcinoma

endometrioide (54%) y carcinomas de células claras (67%).

FIGURA 14. Expresion de membrana de EGFR

El grado histolégico no condicionaba la expresion de EGFR aunque los tumores bien
diferenciados eran los menos frecuentemente positivos (20%) frente a los grados 2
(64%) y los grados 3 (58%). En relacion con el estadio clinico, las diferencias
observadas fueron escasas y no significativas. ERHBAT7 se muestran los valores p

gue han resultado del test de chi-cuadrado.
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TABLA 7. Significacion estadistica de la expresién de EGFR

Variable Significacion ()
Tipo de tumor (benigno, borderline, maligno) 0.536

Tipo histologico 0.414

Grado de diferenciacion 0.068

Estadio FIGO 0.212

1.2.3 AKT fosforilado

La expresion de p-AKT pudo observarse tanto en nicleo como en citoplaswra(F

15). Se analizaron ambas localizaciones de forma separada y se analizaron de forma
independiente y de forma conjunta. En 22 casos (17%) se observé expresion nuclear y
en 56 casos (43.4%) la expresion fue citoplasmatica.

La expresiéon nuclear se observd mas frecuentemente en tumores borderline (37%) que
en tumores benignos o carcinomas que se expresdé en un 12% de casos. En los
carcinomas se observo en un 40% de células claras, en un 6.9% de carcinomas Serosos y
en un 6.3% de carcinomas endometrioides. No se observd en ningun carcinoma
mucinoso. Respecto al grado histoldgico su expresion era creciente en funcién del
mismo, con positividades del 15% en los grados 3, del 7% en los grados 2 y ausente en
los grados 1. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas estadisticamente.

Respecto a los estadios no se observaron diferencias destacables.
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FIGURA 15. Expresion de p-AKT en nucleos y citoplasmas de las células tumorales

La expresion citoplasmética fue mas frecuente y fue similar en todos los tipos
histolégicos (52%-66%) exceptuando los carcinomas mucinosos que fue sensiblemente
menor (20%). Con el grado la expresion citoplasmética fue creciente de forma directa
con el mismo, con positividades del 56% en los grados 3, del 54% en los grados 2 y del
20% en los grados 2, sin ser estas diferencias significativas. Igual que la expresion
nuclear, la citoplasmatica no se asociaba al estadio mostrando porcentajes similares en
cada uno de ellos.

Si se miraba de forma global, la sobreexpresion de p-AKT fue observada en 61 casos
(48%). Los tumores benignos fueron los menos frecuentemente positivos (36%)
comparados con los borderline (48%) y los malignos (52%) sin ser estadisticamente
significativas las diferencias. Los carcinomas serosos, endometrioides y de células
claras mostraron frecuencias de positividad parecidas, observandose expresion en el
52%, 62% y 73%, respectivamente. Los carcinomas mucinosos fueron los menos

frecuentemente positivos (20%). Por otro lado, al valorar la relacién con el grado de
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diferenciacion se observo una menor frecuencia de casos positivos entre los carcinomas

bien diferenciados (18%) frente a los grados intermedios (54%) y los mal diferenciados

(59%). La expresion de p-AKT fue similar en los distintos estadios clinicos. En la

TABLA 8 se muestran los valores p que han resultado del test de chi-cuadrado.

TABLA 8. Significacién estadistica de la expresién de p-AKT global

Variable

Citoplasma

Significacion ()

Nucleo

Significacion (%)

Global

Significacion ()

Tipo de tumor 0.126 0.008 0.248
Tipo histologico 0.044 0.002 0.022
Grado histolégico 0.113 0.340 0.091
Estadio FIGO 0.458 0.521 0.476

1.2.4 ERK fosforilado

La expresion inmunohistoquimica de p-ERK MAPK fue tanto nuclear como

citoplasmatica (IEURA 16). Se valoraron de forma independiente ambas localizaciones

y la expresion citoplasmética se observo en un 17% de casos y la nuclear en un 45% de

casos. También se analizaron los resultados sin tener en cuenta la localizacién

subcelular del marcador.
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Los casos con expresion nuclear se observé en un 66% de carcinomas de células claras,
en un 55% de carcinomas serosos, un 20% de carcinomas endometrioides y en un 30%
de carcinomas mucinosos. En funcion del grado, la expresién fue creciente, con mayor
frecuencia de positivos en los carcinomas grado 3 (53%), que los grados 2 (31%) o los
grados 1 (20%) sin ser estas diferencias estadisticamente significativas. No se
observaron diferencias en relacién con el estadio clinico.

La expresion citoplasmatica fue similar en los carcinomas de células claras y
endometrioides (26% y 25%, respectivamente) y menor en los carcinomas Serosos
(38%), siendo todos los mucinosos negativos. En relaciéon al grado, los grados 3 fueron
positivos en un 21%, los grados 2 en un 15% y los grados 1 fueron todos negativos.
Estas diferencias no son significativas estadisticamente. Igual que con la expresion
nuclear, el estadio mostré frecuencias de expresion similares en cada uno de ellos.
Cuando se miraba la expresion de forma independiente de la localizacién subcelular, en
76 casos (60.3%) se observaba positividad. Se observo sobreexpresion de p-ERK en
tumores benignos (58%), borderline (59%) y carcinomas (61%), en proporciones
similares. Los carcinomas de células claras fueron los que expresaron con mayor
frecuencia el marcador (87%) seguidos de los carcinomas serosos (65%), carcinomas
endometrioides (50%) y carcinomas mucinosos (40%). Respecto al grado de
diferenciacion la expresion fue creciente en funcion del mismo, siendo menor en grados
1 (30%), grados 2 (54%) y mayor en los grados 3 (69%). Respecto al estadio, la
expresion era mayor en estadios avanzados frente a los iniciales, con expresiones en
estadio | del 55%, estadio Il del 50%, estadio lll, 71% y estadio IV del 100%. En la

TABLA 9 se muestran los valores p que han resultado del test de chi-cuadrado.
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FGURA 16. Positividad heterogénea de p-ERK tanto nuclear como citoplasmatica
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TABLA 9. Significacion estadistica de la expresion de p-ERK

Variable Citoplasma Nucleo Global

Significacion %) | Significacién ¢?) | Significacion ¢?)

Tipo de tumor 0.765 0.108 0.691
Tipo histolégico 0.194 0.029 0.046
Grado histolégico 0.264 0.065 0.055
Estadio FIGO 0.641 0.668 0.166
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1.2.5 4E-BP1 fosforilado

La expresion de p-4EBP1 fue nuclear en 76 casos (66.6%) y granular citoplasmatica en
18 casos (14%). Se observaron dos patrones de tincion nuclear: uno homogéneo, fino y
débil, y otro mas intenso y grosero. Este ultimo, iba acompafiado de positividad
citoplasmatica en algunos casosc(lRA 17), es decir, todos los casos con tincion en
citoplasma también presentaban tincion nuclear intensa. El primer tipo de positividad
nuclear, se considerd negativa ya que también se observaba en tejidos normales como la
piel o el epitelio de superficie ovarico normal por lo que se consideré una expresion
basal de la proteina. La expresion moderada o intensa fue la Unica que se consideré
como positiva. Segun estos criterios se observé positividad en 53 casos (41.7%).

Se observaron diferencias significativas entre los tumores benignos, borderline y
malignos (p = 0.001). Los tumores malignos eran positivos en un 60% de casos y los
benignos (33%) y los tumores borderline (28%) lo eran en proporciones similares. Las
diferencias observadas entre los distintos tipos histolégicos fueron Unicamente
significativas para los carcinomas mucinosos que eran los menos frecuentemente
positivos (14%) y los carcinomas de células claras que fueron los mas positivos (85%).
Los carcinomas serosos lo fueron en un 69% y los endometrioides en un 64%. Respecto
al grado, la expresiéon era claramente creciente en funcion del grado de diferenciacion:
tumores grado 1 positivos en el 10%, grado 2 en el 39% y grado3 en el 78%, siendo
estas diferencias altamente significativas. Respecto al estadio la frecuencia de positivos
era para estadios | del 46%, estadios Il del 75%, estadios Il del 73% y estadio 1V del
33%. En la BBLA 10 se muestran los valores p que han resultado del test de chi-

cuadrado para la expresion nuclear.
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FIGURA 17. Positividad nuclear intensa y citoplasmatica en un carcinoma seroso

La expresion citoplasmatica solo fue observada en tumores malignos y en casos con
elevada expresion nuclear y estaba presente en el 24% de los mismos. En relacion a los
tipos histolégicos, La frecuencias de positividad citoplasmética fue similar con
porcentajes que oscilaron entre el 26% y el 31% excepto los carcinomas mucinosos que
lo fueron solo en el 7% de casos. Respecto al grado, la expresion fue mayor en grados 3
(29%) que en grados 2 (23%) siendo los grados 1 todos negativos. Los diferentes
estadios clinicos mostraron frecuencias similares de positividad. Estadisticamente las
diferencias observadas con las diferentes variables no fueron significativas

estadisticamente.
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TABLA 10. Significacién estadistica de la expresion citoplasmatica y nuclear de p-4E-BP1

Variable Citoplasma Nucleo

Significacién ¢ | Significacion )

Tipo de tumor 0.001 0.009
Tipo histologico 0.363 0.001
Grado histologico 0.147 <0.001
Estadio FIGO 0.082 1.130

1.2.6 p70S6K fosforilada

La expresion inmunohistoquimica para p-p70S6K fue predominantemente nuclear en 34
casos (26.4%) aunque en 14 casos (30.2%) también se observd positividad granular
citoplasmatica (lEURA 18). Todos los casos con expresion citoplasmatica también
presentaban positividad nuclear.

Fueron positivos fundamentalmente los carcinomas malignos (40%) y los escasos
tumores borderline (16%) y benignos (12%). Los resultados por tipos histologicos
fueron los siguientes: carcinomas serosos 63%, carcinomas mucinosos 14%, carcinomas
endometrioides 47%, carcinomas de células claras 60%. Respecto al grado de
diferenciacion los grados 3 fueron los mas frecuentemente positivos (48%) frente a los
grado 1 (20%) y los grados 2 (23%). Los estadios no mostraron relacion con la
expresion del marcador. En lagLA 11 se muestran los valores p que han resultado del

test de chi-cuadrado respecto a la positividad nuclear.
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FIGURA 18. Positividad predominantemente nuclear de p-p70S6K

La positividad citoplasmética soélo fue observada en los tumores malignos y en un 23%
de casos. Mostro escasas diferencias entre tipos histolégicos con sobreexpresion en los
carcinomas endometrioides del 37%, los carcinomas serosos del 24%, los células claras
del 20% y los mucinosos del 7%. En relacion al grado se observo tincion en el 10% de
grados 3, el 31% de grados 2 y el 23% de grados 1. El estadio no mostré diferencias
destacables. Ninguna de estas variables fue estadisticamente significativa en relacion a

la expresion de p70S6K fosforilada.
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TABLA 11. Significacién estadistica de la expresién de p-p70S6K

Variable Citoplasma Nucleo

Significacién ¢ | Significacion )

Tipo de tumor 0.001 0.022
Tipo histologico 0.231 0.080
Grado histologico 0.495 0.106
Estadio FIGO 0.387 0.843

1.2.7 Proteina S6 fosforilada

La expresion de la proteina ribosémica p-S6 fue exclusivamente citoplasmigigaa(F

19) y solamente fue observada en 29 casos (15.5%) y con intensidades globalmente
débiles pero superiores a las células no tumorales acompafantes. Su expresion se
observo fundamentalmente en tumores malignos (29%) siendo del 6% en los benignos y
del 5% en los borderline. Los tipos histolégicos no mostraron diferencias con
porcentajes de positividad que oscilaron entre el 23% y el 35%. Al valorar los grados de
diferenciacion se observé mayor frecuencia de positivos en los carcinomas de grado 2
(45%) siendo menor en grados 3 (26%) y grados 1 (22%). Igualmente, el estadio no
mostro diferencias respecto a la expresion de p-S6 que oscild entre 30% y 33%. En la

TABLA 12 se muestran los valores p que han resultado del test de chi-cuadrado.
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FIGURA 19. Positividad citoplasmatica débil de p-S6
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TABLA 12. Significacién estadistica de la expresion de p-S6

Variable Significacion ()
Tipo de tumor (benigno, borderline, maligno) 0.018

Tipo histoldgico 0.841

Grado de diferenciacion 0.405

Estadio FIGO 0.834

1.3 ANALISIS DE LA ASOCIACION DE LOS MARCADORES

INMUNOHISTOQUIMICOS

1.3.1 Relacién de la expresion de los receptores

En el 33% de los carcinomas se observo coexpresion de HER2 y EGFR, y en un 43%

ambos fueron negativos. El tipo histologico que con mayor frecuencia mostraba
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coexpresion fueron los carcinomas de células claras con un 40% de casos positivos para
ambos mientras que los que fueron dobles negativos con mayor frecuencia fueron los
carcinomas mucinosos, que lo fueron en un 66% de casos. En relacién con el grado
ninguno de los dobles positivos fue grado 1 mientras que el 77% de los mismos fue

grado 3. No se observaron diferencias en relacion con el estadio.

1.3.2 p-AKT en relacion a los receptores

La expresion de p-AKT se observdé con mayor frecuencia en los casos en que se
evidenciaba aumento de la expresion de HER2 y menor en los casos HER2 negativos
aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativasasia T3
muestra dichas diferencias. La expresiéon de p-AKT era parecida cuando la via se
activaba por EGFR pero las diferencias observadas estan al limite de la significacion
estadistica. Por otro lado, no se observé variacién la frecuencia de positividad de p-
AKT en los casos en los que no habia sobreexpresion de receptores, tanto HER2 como

EGFR.

TABLA 13. Tabla de contingencia para expresion de p-AKT y de HER2.

p-AKT
Neg Pos Total

HER2 Neg NUm 60| 46 104
% 56,6% 43,4% 100,09
Pos NUum 8 15 23

% 34,8% 65,2% 100,09
Total NUm 68 61 129
% 52,7% 47,3% 100,09

P=0.057

139



TABLA 14. Tabla de contingencia para expresiéon de p-AKT y de EGFR

p-AKT
Neg Pos Total
EGFR Neg NUm 44 29 73
% 60,3% 39,7% 100,09
Pos NUm 24 32 56
% 42,9% 57,1% 100,09
Total NUm 68 61 129
% 52,7% 47,3% 100,09
P=0.050

Si se valoraba la expresiéon de p-AKT en funcién del receptor expresado, obteniamos un

grafico como el de laiBURA 20 en el que tanto los casos positivos como negativos para

p-AKT mantenian la proporcién de casos positivos para HER2 y EGFR.

FIGURA 20. Proporcion de casos HER2 y EGFR positivos en funcién de la expresién de p-AKT
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En la RGURA 21 se ilustra el porcentaje de casos positivos para p-AKT en funcion de la
expresion combinada de ambos receptores, mostrando como los casos con doble

positividad de receptores son los que con mas frecuencia tienen activacion de AKT.

FIGURA 21. Proporcion de casos p-AKT positivos en funcién de la coexpresion de HER2 y EGFR
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1.3.3 p-ERK en relacion a los receptores

Los casos con expresion aumentada de HER2 no mostraron diferencias significativas en
la expresion de p-ERK respecto a los HER2 negativos (p = 0.350). Eslla I5 se
ilustran estas diferencias. Con EFGR los resultados fueron similares pero con mayor
diferencia entre categorias por lo que los resultados fueron significativmisa(1L6).

Es decir, la mayoria de casos EGFR positivos tienen activacion de p-ERK.
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TABLA 15 . Tabla de contingencia para expresion de p-ERK y HER2.

p-ERK
Neg Pos Total
HER?2 NUm 46 60 104
% 43,4% 56,6% 100,09
NUm 7 16 23
% 30,4% 69,6% 100,09
Total NUm 53 76 129
% 41,19% 58,9% 100,09
P=0.350
TABLA 16. Tabla de contingencia para expresion de p-ERK y EGFR.
p-ERK
Neg Pos Total
EGFR NUm 36 37 73
% 49,3% 50,7% 100,09
NUm 17 39 56
% 30,4% 69,6% 100,09
Total NUm 53 76 129
% 41,1% 58,9% 100,09
P=0.032

En la RGURA 22 puede observarse la frecuencia de expresion de p-ERK en funcion de
la expresion de los receptores de membrana. EnGlarRk 23 pueden observarse el
porcentaje de casos positivos para p-ERK en funcion de si uno o los dos receptores

estaban sobreexpresados inmunohistoquimicamente.
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FIGURA 22. Diagrama de barras que muestra las diferencias de expresion los receptores HER y EGFR en

relacion a la activacion de ERK.
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FIGURA 23.Proporcion de casos p-ERK positivos en funcion de la coexpresion de HER2 y EGFR
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1.3.4 p-4E-BP1 en relacion a la expresion de p-AKT y p-ERK

La expresion de p-4E-BP1 se observdo aumentada en aquellos casos en los que existia
aumento de p-AKT de manera significativa (p = 0.002). De igual manera estas
diferencias también fueron observadas con la expresion de p-ERK (p = 0.002). Para
estas valoraciones y dado que interesaba valorar la variacion en el nivel de expresion de
la molécula en funcién de si la via estaba activada o no, se valoré con el Hscore y como
variable continua. En laiGURA 24 y en la FSURA 25 de muestran estas diferencias,
respectivamente. LaGURA 26 muestra las variaciones en la expresion de p-4EBP1 en
relacion a la ausencia de expresion de p-AKT y p-ERK, a la expresion de una de las dos
proteinas o a la coexpresion de ambas. La expresion maxima de p-4E-BP1 de produce
cuando ambas vias estan activadas y la minima expresién cuando estan desactivadas.
Cuando sélo una de las vias esta activada la expresion es intermedia. Estas diferencias

observadas fueron altamente significativas (p<0.0001).

FIGURA 24. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresiéon de p-4E-BP1 en relacion a la

positividad de p-AKT.
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FIGURA 25. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresién de p-4E-BP1 en relacion a la

positividad de p-ERK.

2007

1307

1007

p-4EBP1 Hscore

a0

MNeg Pos
p-ERK

FIGURA 26. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresion de p-4E-BP1 en relacion a la

positividad o negatividad de p-AKT y/o p-ERK.
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1.3.5 p-p70S6K en relacién a p-AKT y p-ERK

La expresion de p-p70S6K estaba marcadamente aumentada en aquellos casos en que
habia aumento de expresiéon de p-AKT, como se observa eaURAR27, asi como en

los casos en los que se expresaba p-ERK, como indicauaA=28. Estas diferencias

eran estadisticamente significativas para p-AKT (p = 0.002), mientras que no lo fueron
para p-ERK (p = 0.067). En ladurA 29 se muestran las variaciones en la expresion p-
p70S6K en aquellos casos con ausencia de expresion de p-ERK y p-AKT, los casos con
expresion de una de ellas y los casos con coexpresion de ambas. La expresion es
maxima cuando estan activadas ambas vias simultaneamente y muy escasa en el resto

de situaciones. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p = 0.009).

FIGURA 27. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresién de p-p70S6K en relacion a la

positividad de p-AKT.
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FIGURA 28. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresién de p-p70S6K en relacion a la

positividad de p-ERK.
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FIGURA 29. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresion de p-p70S6K en relacion a la

positividad o negatividad de p-AKT y/o p-ERK.
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1.3.6 p-S6 en relacion con la expresion de p-p70S6K

Los casos con expresion de p-S6 mostraron expresiones variables p-p70S6K como se
refleja en la Tabla 17 y en la IBURA 30. Las diferencias observadas eran
estadisticamente significativas (p = 0.001). La expresion de p-S6 se observd en un
namero de bajo de casos pero el 60% de los que la expresaban eran también positivos

para p-p70S6K.

TABLA 17. Tabla de contingencia para expresion de p-S6 y p-p70S6K.

p-S6
Neg Pos Total
p-p70S6K Neg NUm 87| 8 95
% 91,6% 8,4% 100,09
Pos NUm 22 12 34
% 64,7% 35,3% 100,09
Total NUm 109 20 129
% 84,5% 15,5% 100,09

FIGURA 30. Diagrama de barras que muestra las diferencias de expresiéon de p-S6 segun el estado de p-

p70S6K.
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1.4 ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA

El analisis estadistico de la supervivencia realizado para cada uno de los factores
estudiados fue realizado con el método de Kaplan-Meier y las diferencias encontradas

fueron valoradas mediante el test de Log Rank (Mantel-Cox), obteniendo los siguientes

resultados.

La supervivencia global de los tumores malignos de nuestra serie, con un seguimiento
medio de 40.56 meses (rango 13-75 meses), fue del 67.6% a los 5 afios del diagnadstico.
La media de supervivencia fue de 54.81 meses.tarRR 31 muestra la curva de

supervivencia global y libre de enfermedad de los carcinomas de ovario de nuestra serie.

FIGURA 31. Curva de supervivencia global de los carcinomas de ovario de nuestra serie.
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1.4.1 Tipo histologico

Se observaron diferencias significativas en la supervivencia segun el tipo histologico.
En las pacientes con carcinomas serosos se produjeron 15 muertes por la enfermedad

(55.5%) con una supervivencia media de 43.47 meses. En las pacientes con carcinomas
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mucinosos hubo una sola muerte (7.1%), con una supervivencia media de 63.87 meses.
En los casos con carcinoma endometrioide hubieron 3 muertes (20%) con una
supervivencia media de 57.07 meses. En las pacientes con carcinoma de células claras
se produjeron 4 muertes (26.6%) con una supervivencia media de 54.63 meses.

La FGURA 32 muestra las curvas de supervivencia para los diferentes tipos histologicos.

Estas diferencias resultaron significativas con un Log Rank = 0.012.

FIGURA 32. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad segun tipo histoldgico.
Log rank=0.012 Log rank=0.095
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1.4.2 Grado histolégico

El grado histolégico se correlacionaba con la supervivencia, sin observarse ninguna
muerte en las pacientes con carcinomas de grado 1, mientras que las pacientes de
grado2 el 28% murieron durante el seguimiento y los de grado 3 el 52% murieron. Las

curvas de supervivencia se muestran endaf#A 33. El Log Rank fue de 0.006.
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FIGURA 33 Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para el grado histolégico
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1.4.3 Estadio FIGO

El estadio clinico mostro las curvas de supervivencia que se muestran@vrla 34.
El Log Rank fue <0.001 y se distinguieron 2 grupos de estadios de diferente valor

pronéstico. Los estadios | y Il en los que sélo se observaron 2 eventos y los grados Il y

IV en los que el 60-70% murieron.

FIGURA 34. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad en funcién del estadio FIGO
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1.4.4 Marcadores inmunohistoquimicos

A continuacion se muestran las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad

para los diferentes marcadores inmunohistoquimicos realizados.

En la RGURA 35 se muestran los resultados de HER2 en que los casos positivos tenian
peor pronodstico aunque las diferencias no fueron estadisticamente positivas. Los casos
positivos tenian una supervivencia media 10 meses superior a los negativos. Sin

embargo, para el periodo libre de enfermedad no se observaron diferencias.

FIGURA 35. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para HER2
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La HGURA 36 muestra los resultados para EGFR en los que no se observaron
diferencias destacables entre los casos positivos y negativos, con supervivencias medias
entre ambos grupos de solo 3 meses. Los resultados para la supervivencia libre de

enfermedad fueron similares.
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FIGURA 36. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para EGFR
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Se valor6 también la supervivencia en funciéon de si uno o los dos receptores se

expresaban simultdneamente. El resultado es el mostradoienra B7.

FIGURA 37. Curvas de supervivencia para la coexpresién de ambos receptores
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p-AKT valorado de forma independiente de la localizacion de la proteina no mostré
diferencias respecto a la supervivencia global y libre de enfermedad como se puede
observar en la

Figura 38. Las supervivencias medias tenian 2 meses de diferencia entre ambos grupos.

Sin embargo, en el periodo libre de enfermedad hubo una diferencia de 12 meses, mayor
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en los casos positivos pero estadisticamente no significativa. Estos resultados son
superponibles a los observados cuando se valoraba de forma independiente los casos de
expresion nuclear y citoplasmatica como puede observarse en la

Figura 39 y en lalBURA 40, respectivamente.

FIGURA 38. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT total
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FIGURA 39. Curva de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT nuclear
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FIGURA 40. Curva de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT citoplasmatico
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Figura 41 estan los resultados de p-ERK valorado globalmente nuclear y citoplasmatico,
en los que la supervivencia global de los casos positivos fue 11 meses inferior a los
negativos pero sin ser significativa. La supervivencia libre de enfermedad resulté igual
entre los dos grupos. En el andlisis de las curvas de supervivencia separando los casos
con positividad nuclear y citoplasmatica se obtuvieron resultados superponibles como

puede observarse en l&GBRA 42 y en |la FSURA 43.

FIGURA 41. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK
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FIGURA 42. Curva de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK nuclear
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FIGURA 43. Curva de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK citoplasmatico
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En la HGURA 44 se muestran los resultados de supervivencia global y libre de
enfermedad para la expresion conjunta o individual de p-AKT y p-ERK. Aunque las
diferencias en las curvas no fueron significativas, se observd que los casos con
activacion de ERK tenian un comportamiento peor, sobre todo cuando también tienen
activado AKT. Al contrario, los casos que solamente tienen activado AKT tienen mejor

pronastico.
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FIGURA 44. Curvas de supervivencia para la expresion conjunta de p-AKT y p-ERK
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Los resultados de p-4E-BP1 fueron los ilustrados enidarRA 45 y muestran las
diferencias en supervivencia, presentando los negativos una supervivencia media de
63.3 meses y los positivos una de 48.8 meses. Estas diferencias no se observaban en el
periodo libre de enfermedad en el que los negativos recidivaban 4 meses antes que los
positivos, sin ser esta diferencia significativa. EnitsURA 46 se muestran las curvas

en funcién de su expresion citoplasmatica..

FIGURA 45. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-4E-BP1
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FIGURA 46 Curvas de supervivencia para p-4E-BP1 citoplasmatico
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Respecto a p-p70S6K, cuyos resultados se muestran exsUaaF47, también se
observd un peor prondstico en los casos positivos, con una supervivencia media 13
meses menor que los negativos aunque no fueron diferencias estadisticamente
significativas. La supervivencia libre de enfermedad no mostro diferencias destacables
en ambos grupos.

En la HGURA 48 se muestran los resultados del analisis de supervivencia para la

expresion citoplasmatica de p70S6K fosforilada.

FIGURA 47. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-p70S6K

Log rank=0.394 Log rank=0.730

Ror p-p7056K +

3
% g
i ) ) : e
B P-p7056K HE p-p70S6K -
§ ] g (T

p-p7056K +
3

Timpe (meses) Tiemgs (metes)

158



FIGURA 48. Curvas de supervivencia para la expresion de p-p70S6K citoplasmatica
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Al analizar la expresion conjunta de ambos efectores de la via de mTOR obtuvimos los
resultados mostrados en laGcBRA 49. Valoradas en conjunto, no se obtuvo
significacion estadistica, aunque los casos que sobreexpresaron ambas proteinas
fosforiladas tuvieron un comportamiento peor que los que solamente expresaron 4E-

BP1. Ambos grupos de casos tuvieron menor supervivencia que los 4E-BP1 negativos.

FIGURA 49. Curvas de supervivencia para la expresion conjunta de p-4E-BP1 y p-p70S6K

Log rank=0.244 Log rank=0.858
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En la FGURA 50 se ilustra como los resultados de p-S6 no alteran la supervivencia

global de las pacientes ni el periodo libre de enfermedad.

FIGURA 50. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-S6
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1.5 Analisis multivariante

Se realiz6 el estudio de regresion de Cox para las variables en las que se obtuvo un log
Rank significativo en el analisis de supervivencia. Se selecciond el grado, estadio y la
expresion nuclear de p-4E-BP1. En el analisis se puede observar que tanto el estadio
como la expresion de p-4E-BP1 tienen un resultado significativo. Del mismo andlisis se
desprende que el riesgo o “hazard ratio” en pacientes con expresion de la proteina es 5

veces superior

Variables en la ecuacion

95,0% IC para Exp(B)

B ET Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
p-4E-BP1 1,627 ,823 3,908 ,048 5,090 1,014 25,550
Grado 1,372 1,023 1,796 ,180 3,942 ,530 29,298
Estadio 1,273 487 6,818 ,009 3,570 1,374 9,280
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2 RESULTADOS EN CANCER DE ENDOMETRIO

2.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

2.1.1 Edad

La serie estudiada estaba constituida predominantemente por pacientes
postmenopausicas con un rango de edad entre 41 afios y 87 afios y una media de 65.4
afos. La distribucion por edades de los carcinomas se muestra@vRa 1.

Ademas de los carcinomas, los casos controles correspondientes a endometrios
atréficos, de edades similares a los carcinomas y los endometrios funcionales e

hiperplasias, eran de pacientes de edades comprendidas entre los 29 y 84 afos.

FIGURA 51. Distribucion por edades de los carcinomas de endometrio de la serie
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2.1.2 Tipo histologico

Los tipos histologicos y sus frecuencias en la serie son las mostradassepAdld. A
parte de los carcinomas, los controles estaban constituidos por 8 endometrios atroficos,
4 endometrios proliferativos, 2 endometrios secretores y 1 polipo fibroepitelial

endometrial. Ademas, 2 casos de hiperplasia compleja y 1 de hiperplasia simple.

TABLA 18. Frecuencia de tipos histolégicos

Tipo histoldgico n %
Ca células claras 7 5,8
Ca endometrioide 98 81,7
Ca seroso 15 12,5
Total 120 100,0

Segun la clasificacion de Bokhman, la distribucién era la mostrada esla T9.

TABLA 19. Frecuencias de carcinomas de tipo 1 y Il

Tipo n %
Tipo | 97 80,8
Tipo Il 23 19,2
Total 120 100,0

2.1.3 Grado histolégico

Respecto al grado histolégico aplicando los criterios de la FIGO, se obtuvieron 23 casos
de grado 1 (19.2%), 46 casos de grado 2 (38.3%) y 51 casos de grado 3 (42.5%). La
distribucion por tipo histologicos se muestra endalR 20.
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TABLA 20. Tabla de contingencia para grado y tipo histolégico.

Grado

1 2 3 Total

Ca cél claras NUm 0 0 7 7

% ,0% ,0%4 100,094 100,09

Ca endometrioide NUm 23 46 29 98

% 23,599 46,99 29,699 100,09

Ca seroso NUm 0 0 15 15

% ,0% ,0%4 100,094 100,09

Total NUm 23 46 51 12(Q
% 19,299 38,3% 42,59 100,09

2.1.4 Estadio

Para la clasificacién se aplicaron los criterios de la FIGO modificados en 2009 (ver
CuADRO 7, péagina 70), resultando la distribucion representada enBaaT21. La

distribucion de los estadios en funcion del tipo histolégico se muestra gaLla 22.

TABLA 21. Distribucién por estadios de los carcinomas de endometrio

Estadio Frecuencia Porcentaje
1A 37 30,8
IB 32 26,7
1 19 15,8
A 7 5,8
1B 3 2,5
"nc 17 14,2
v 4 3,3
Total 120 100,0

164



TABLA 22. Tabla de contingencia para estadio y tipo histolégico

Estadio

I Il 1l A\ Total

Tipo Ca cél claras NUm 0 0 3 3 6
histologico % 09 094 50,0944 50,09 100,09
Ca endometrioide  NUum 62 18 17 1 98

% 63,394 18,4% 17,3%9 1,094 100,09

Ca seroso NUm 7 1 7 0 15

% 46,794 6,79 46,7% ,0%9 100,09

Total NUm 69 19 27| 4 119
% 58,094 16,09 22,7% 3,494 100,09

2.1.5 Evolucion

El periodo de seguimiento de las pacientes estudiado fue variable con un rango de 1 a
153 meses (media 62.35 meses). En este periodo 19 (16%) pacientes murieron por la

enfermedad y en 32 (26%) pacientes se les detecto recidiva de la misma.

2.2 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES

INMUNOHISTOQUIMICOS

2.2.1 HER2

HER2 se expres6 fundamentalmente en la membrana de las células tumorales como de
ha descrito en el carcinoma de ovario con expresion citoplasmatica en los casos con
expresion alta de la proteinagBRrA 52). Se consider6é como positivo Unicamente los

casos con expresion intensa (3+) y el resto de casos se consideraron para fines

estadisticos como negativos. Con estos criterios el 11% de carcinomas fueron positivos.
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Unicamente se observo positividad en los carcinomas siendo los casos control
totalmente negativos, excepto una hiperplasia compleja que presenté positividad
moderada. El 25% de carcinomas de células claras fue positivo, el 9% de carcinomas
endometrioides y el 25% de carcinomas serosos, sin ser estas diferencias significativas.
Incluso si se agrupan los casos dentro de las categorias tipo | o Il de Bokhman, el
resultado no es estadisticamente significativo. Sin embargo, si se tenia en cuenta el

grado histolégico de los tumores, éste era significativo.

FIGURA 52. HER2 en cancer de endometrio. Expresién intensa en el tumor y negatividad en una glandula

atréfica atrapada.

Los carcinomas grado 1 resultaron todos negativos, los grados 2 fueron positivos en un
8.7% y los grados 3 en un 21.9%. En relacion a los estadios los estadios | fueron
positivos en un 6.3%, los estadios Il en un 11.8% vy los estadios Ill en un 27.8%. So6lo
habia un caso en estadio IV que fue negativo. Respecto a la invasion miometrial, los
casos con infiltracion de la pared de <50% fueron positivos en un 9% mientras que los
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gue la infiltraban >50%, lo fueron en el 12.7%. En leBIA 23 se muestra la
significacion estadistica de las variables clinico-patolégicas y HER2 con el test de chi-

cuadrado.

TABLA 23. Significacién estadistica de la expresién de HER2

Variable Significacion ()

Tipo histologico 0.255

Grado de diferenciacion 0.033

Invasion miometrial 0.390

Estadio FIGO 0.079
2.2.2 EGFR

EGFR se expreso en la membrana de las células tumorales siendo negativo en todos los
casos controles (GURA 53). En total, se observd sobreexpresion en el 19% de los
carcinomas. Todos los carcinomas de células claras fueron negativos, mientras que los
mas frecuentemente positivos fueron los carcinomas serosos (37.5%) seguidos de los
carcinomas endometrioides (18%). Estas diferencias no fueron significativas. Al valorar
la relacién con el grado histologico tampoco se observaron diferencias destacables,
siendo positivos el 27% de grados 1, el 17% de grados 2 y el 15% de grados 3.
Igualmente, tampoco se observo relacién con el estadio clinico siendo positivos el 20%
de estadios I, el 23% de estadios Il y el 12% de estadios Ill. El caso en estadio IV fue
negativo. Sin embargo, si se tenia en cuenta Unicamente la infiltracibn miometrial el

28% de los casos que infiltraban <50% eran positivos para EGFR mientras que solo el
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11% de los que infiltraban >50% lo eran, siendo este resultado estadisticamente
significativo. Ver TRBLA 24 para los valores resultantes del test de chi-cuadrado para

EGFR vy las variables clinico-patoldgicas estudiadas.

FIGURA 53. Expresién moderada de EGFR en un carcinoma de endometrio

TABLA 24. Significacién estadistica de la expresion de EGFR

Variable Significacion ¢°)
Tipo histologico 0.247
Grado de diferenciacion 0.501
Invasién miometrial 0.024
Estadio FIGO 0.785
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2.2.3 AKT fosforilado

Se observd expresion de p-AKT tanto nuclear como citoplasmaticar@ 54) y

ambas se valoraron de forma independiente y se analizaron de forma separada y
conjuntamente. La expresion citoplasmatica se observdé en un 41% de los casos
mientras que la nuclear lo fue en el 29% del total. Si se valoraba de forma conjunta el
47% de los casos presentaba algun tipo de positividad.

La expresion citoplasmatica se observo en el 40% de los casos controles, siendo
Gnicamente positivos los endometrios funcionales y totalmente negativos los
endometrios atréficos. Igualmente, las hiperplasias fueron todas ellas positivas.
Respecto a los tipos  histolégicos se observd expresion citoplasmatica mas
frecuentemente en los carcinomas endometrioides (43%) seguido de los carcinomas
serosos (33%), siendo los carcinomas de células claras totalmente negativos. Los
diferentes grados histolégicos no mostraron diferencias de expresion citoplasmatica de
p-AKT con porcentajes que oscilaban entre 35% y el 45%. Esta positividad no mostro
diferencias relevantes entre estadios siendo éstas similares tanto en estadios iniciales
como avanzados. El grado de invasion miometrial tampoco determiné la expresion de p-
AKT siendo los de <50% positivos en un 43% y los de >50% en un 37%.

La expresion nuclear fue menos frecuente que la citoplasmatica y se observdé con mayor
frecuencia en los carcinomas de células claras (85%), seguido de los carcinomas serosos
(53% vy los endometrioides (22%). En relacién al grado, los grados 3 fueron positivos
en un 51%, los grados 2 en un 9% y los grados 1 en el 23% de los casos. Este patron de
expresion tampoco se relaciond con el estadio clinico con frecuencias que oscilaban
entre el 39% y el 48%, sin ser significativas, al igual que la infiltracibn miometrial que

presentaron porcentajes similares.
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FIGURA 54. p-AKT en un carcinoma endometrioide. Caso con predominio de expresién citoplasmatica.

Si se valoraba la expresion de p-AKT independientemente de la localizacion de la
misma se obtenian los siguientes resultados. Todos los carcinomas de células claras
fueron positivos, mientras que los endometrioides y los carcinomas serosos lo fueron en
un 44% y un 55% de los casos, respectivamente. Al evaluar la influencia del grado
histologico en la expresion de p-AKT se observd positividad del 50% en los grados 1,
del 37% en los grados 2 y del 62% en los grados 3, sin ser estas diferencias
significativas. Lo mismo ocurria con el estadio en el que los estadios | fueron positivos
en un 50%, los estadios Il en un 47%, los estadios Ill en un 39% y el caso en estadio IV
fue positivo. Tampoco influyd su expresion en relacién al grado de invasion miometrial
siendo igualmente positivos en porcentaje similar en el grupo de <50% y el de >50%,

como puede observarse en kBIA 25.
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TABLA 25. Significacién estadistica de la expresiéon de p-AKT

Variable Citoplasma Nucleo Global

Significacion () | Significacién ) | Significacién ¢?)

Tipo histologico 0.213 0.001 0.077
Grado histolégico 0.597 0.001 0.055
Invasion miometrial 0.551 0.541 0.888
Estadio FIGO 0.283 0.102 0.646

2.2.4 ERK fosforilado

La expresion de p-ERK también fue nuclear y/o citoplasmética observandose un 25% de
casos con positividad citoplasmatica y un 22% de positividad nuclear y en un 28% de
casos se observaba alguna positividad independientemente de la localizacién subcelular
(ver HGURA 55). Como con p-AKT e igual que en el ovario, se tuvo en cuenta que los
casos fueron positivos independientemente de la localizaciéon y se hizo el analisis de
forma individualizada para cada localizacion y de forma conjunta. Los casos controles
fueron todos negativos tanto para la expresién nuclear como citoplasmatica, mientras
qgue las hiperplasias fueron positivas Unicamente a nivel nuclear en un 30% de casos
siendo todas negativas para la tincién citoplasmatica.

Los carcinomas presentaron expresion nuclear en el 25% de los casos. Los carcinomas
serosos fueron los mas frecuentemente positivos (47%), seguidos de los carcinomas de
células claras (43%) y los endometrioides (20%). Se observé una expresion creciente
con el grado, siendo los grados 3 positivos en un 39%, los grados 2 en un 15% y los
grados 1 en un 13%. Sin embargo, ni la infiltracion miometrial ni el estadio de la FIGO

demostré diferencias entre los casos positivos y los negativos.
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La expresion citoplasmatica se observé en el 20% de los carcinomas. Los carcinomas
de células claras y los serosos fueron positivos en un 43% y un 40% respectivamente,
mientras que los carcinomas endometrioides lo fueron en un 15%. En relacién al grado
de diferenciacién los grados 3 fueron los que mas frecuentemente eran positivos
citoplasmaticos (39%) comparado con los grados 2 (4%) y los grados 1 (8%). Respecto
al estadio se observo una relacion directa con p-ERK citoplasmatico, con expresion en
estadios | en el 8%, estadios Il en el 16%, estadios Ill en el 40% y estadios IV en el
75% de los casos. Igualmente, los que tenian infiltracibn miometrial de >50% fueron
positivos en un 27% comparado con los que lo infiltraban >50% que lo fueron en un
6%, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Al analizar conjuntamente ambas expresiones obtuvimos que dentro de los carcinomas
el 31% de los casos fueron positivos. Los de tipo Il fueron positivos con mayor
frecuencia, tanto los carcinomas serosos (53%) como los de células claras (57%),
mientras que los carcinomas endometrioides lo fueron en un 26% de los casos. Se
observé una mayor expresion en los carcinomas grado 3 (51%) comparado con los
grados 2 (17%) o los gados 1 (13%), siendo estas diferencias altamente significativas.
En los diferentes estadios, las frecuencias de positividad de p-ERK fueron del 22% en
estadios |, 26% en estadios Il, 48% en estadios Ill y del 75% en estadios IV, siendo
estas diferencias también significativas. No se observaron diferencias en funcién de la

infiltracibn miometrial.
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FIGURA 55. Expresion de p-ERK de predominio nuclear en un carcinoma de endometrio

TABLA 26. Significacién estadistica de la expresion de p-ERK

Variable Citoplasma Nucleo Global

Significacién () | Significacion ¢?) | Significacion ¢?)

Tipo histologico 0.025 0.052 0.031
Grado histolégico <0.001 0.010 <0.001
Invasion miometrial 0.004 0.537 0.149
Estadio FIGO <0.001 0.316 0.017

2.2.5 4E-BP1 fosforilado

La expresion de p-4E-BP1 fue tanto citoplasmatica como nuclear, aunque mas intensa a
nivel nuclear. Como en el ovario, también se observaron 2 patrones de tincién: uno

débil homogéneo, que estaba presente también en tejidos normales y que se considerd
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basal, y uno mas intenso y grosero, que ademas se solia acompafiar de tincion
citoplasmatica. El marcador se valor6 usando el Hscore descrito, pero para fines

estadisticos los resultados se agruparon en positivos, si existian células con intensidad
moderada o intensa y negativos si la tincion era totalmente ausente o correspondia a la

tincion débil.

FIGURA 56. Expresion de p-4E-BP1 con positividad moderada nuclear y débil citoplasmatica.

Siguiendo estos criterios, se obtuvieron un 30% de casos positivos entre los controles,
siendo las hiperplasias todas positivas. El 63% de los carcinomas fueron positivos.

Dentro de los carcinomas, los carcinomas serosos fueron todos ellos positivos seguidos
de los carcinomas de células claras en un 85% y los carcinomas endometrioides en un
56%, siendo estas diferencias significativas. Mucho mas evidente era si comparabamos

tipo | frente a tipo Il en cuya diferencia era altamente significativa (p<0.001). Respecto
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al grado histologico, también se observaron diferencias. Tomados en conjunto, los
grados 1 fueron positivos en un 35%, los grados 2 en un 56% y los grados 3 en un 82%.
Incluso si solamente se evaluaban los carcinomas endometrioides de forma aislada, los
grados 1 fueron positivos en un 35%, los grados 2 en un 56% y los grados 3 en un 72%
con lo que las diferencias seguian siendo significativas con una p=0.025. Al valorar si
existian diferencias con el estadio clinico, se obtuvo que los estadios 1 fueron positivos
en un 58%, los estadios I, en un 58%, los estadios Ill en un 81% y los estadios IV en un
75%, sin ser significativas. Sin embargo, al valorar el grado de invasién miometrial el
grupo de carcinomas que infiltraban >50% de la pared fue positivo en un 71% vy el
grupo que infiltraba <50% lo fue solo en el 52% con lo que se obtuvo una p en el limite
de la significacion estadistica.

La expresion citoplasméatica se observé en casos que también presentaban positividad
nuclear y se observé en un caso de hiperplasia endometrial y en el 32% de carcinomas,
siendo ausente en los endometrios control. Se encontr6 en el 60% de los carcinomas de
células claras, en el 43% de carcinomas serosos y en el 26% de los endometrioides,
siendo estas diferencias significativas como las observadas en la valoracion de la
expresion nuclear. Respecto al grado de diferenciacion la frecuencia de positividad era
mayor en los altos grados, siendo los grados 3 positivos en un 51%, los grados 2 en un
13% y los grados 1 en un 25%. Asimismo, los casos en estadios avanzados fueron mas
frecuentemente positivos que los iniciales, aunque las diferencias no fueron
significativas (estadio | 27%, estadio Il 21%, estadio Il 40%, estadio IV 75%). No se
observaron diferencias en funcion del grado de invasiéon miometrial: 27% si infiltraba

<50% y 33% se era >50%.
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TABLA 27. Significacién estadistica de la expresién de p-4E-BP1 en citoplasma y ndcleo

Variable

Citoplasma

Significacion (%)

Nuicleo

Significacion (%)

Tipo histologico 0.027 0.002
Grado de diferenciacion <0.001 <0.001
Invasion miometrial 0.540 0.050
Estadio FIGO 0.106 0.159

2.3 ANALISIS DE LA ASOCIACION DE LOS MARCADORES

INMUNOHISTOQUIMICOS

2.3.1 Relacion entre la expresion de los receptores

Los carcinomas de ovario presentaron una expresion casi excluyente entre HER2 y
EGFR. Unicamente en 2 casos (2%) habia coexpresion de ambos. Estos casos fueron un
carcinoma endometrioide grado 2 y un carcinoma seroso, que se encontraban en

estadios iniciales.

2.3.2 p-AKT en relacion a los receptores

La activacion de AKT se detecto en proporciones similares de casos EGFR positivos y
negativos. Igualmente, p-AKT se expresaba tanto en casos HER2 positivos como

negativos, sin evidenciarse diferencias entre los 2 grupos, como puede observarse en la

176



TABLA 28. Tabla de contingencia de la expresion de EGFR y p-AKT

p-AKT
Neg Pos Total
EGFR NUm 43 39 82
% 52,4% 47,6% 100,09
NUm 10 9 19
% 52,6% 47,4% 100,09
Total Nam 53 48 101
% 52,5% 47,5% 100,09
P=0.988
TABLA 29. Tabla de contingencia de la expresion de HER2 y p-AKT
p-AKT
Neg Pos Total
HER2 NUm 49 40 89
% 55,1% 44,9% 100,09
NUum 5 6 11
% 45,5% 54,5% 100,09
Total NUm 54 46 100
% 54,0% 46,0% 100,09
P=0.750

Si se valoraba la expresion de p-AKT en funcién del receptor que sobreexpresaba,
obteniamos un grafico como el de la#RA 57 en el que tanto los casos positivos como

los negativos presentaban proporciones similares, predominando los casos EGFR
positivos sobre los EGFR positivos.

En la FGURA 58 se representa el porcentaje de casos positivos para p-AKT en funcién

de la sobreexpresion de los receptores de membrana.
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FIGURA 57. Proporcion de casos HER2 y EGFR positivos en funcién de la expresién de p-AKT
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FIGURA 58. Porcentaje de expresion de p-AKT en funcion de la expresion de HER2 y EGFR
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2.3.3 P-ERK en relacion a los receptores

Como se puede ver en laBLA 30 no se observaron diferencias entre los casos HER2
positivos y negativos en relacion a la activacion de la via p-ERK. Con EGFR se

obtuvieron resultados similares como queda expresado emsla B1.

TABLA 30. Tabla de contingencia para la expresion de p-ERK y HER2

p-ERK
Neg Pos Total
HER?2 Neg NUm 89 17 104
% 84,0% 16,0% 100,09
NUm 9 2 11
% 81,8% 18,2% 100,09
Total NUm 98 19 1179
% 83,8% 16,2% 100,09
P=0.854
TABLA 31. Tabla de contingencia para la expresion de p-ERK y EGFR
p-ERK
Neg Pos Total
EGFR NUm 82 18 10G
% 82,0% 18,0% 100,09
NUm 16 3 19
% 84,2% 15,8% 100,09
Total Nam 98 21 119
% 82,4% 17,6% 100,09
P=0.817

En la RGURA 59 se representa el porcentaje de casos positivos para cada uno de los

receptores en funcion de si ERK esta activado o no. Enidark 60 se muestra el
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porcentage de casos positivos en funcién de la expresion individual o conjunta de los
receptores. En grupo de doble positividad es poco representativo ya que estuvo

constituido Unicamente por 2 casos.

FIGURA 59. Diagrama de barras que muestra las proporciones de casos positivos de HER y EGFR en

funcion del estado de p-ERK
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FIGURA 60. Proporcion de casos positivos para p-ERK en funcion de los receptores EGFR y HER2
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2.3.4 P-4E-BP1 en relacion a la expresion de p-AKT y p-ERK

La expresion de p-4E-BP1 fue significativamente mas frecuente en aquellos casos en los
gue se activaba AKT, con una p=0.001, habiendo un 77% de casos p-AKT positivos en
los que también habia sobreexpresion de p-4E-BRURE 61). Con p-ERK también

se observo una diferencia significativa aunque algo menor (p=0.031), con positividad
para p-4E-BP1 en el 76% de los casos p-ERK positivesugik 62). Para poder
valorar si, ademas, habia relacion con la intensidad de la expresion de la proteina, se
realizd también la estadistica en funcion del Hscore de p-4E-BP1. Con este analisis
Unicamente se observé una mayor expresion de la proteina en los casos p-AKT
positivos sin observarse diferencias en los p-ERK. En los primeros se obtuvo una p=

0.001 mientras que en el segundo fue de 0.693.

FIGURA 61. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresion de p-4E-BP1 en relacién a la

positividad de p-AKT
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Se valor6 también si la coexpresion de p-AKT y p-ERK podia tener alguna influencia
sobre la intensidad de expresién de p-4E-BP1. El resultado fue que los casos con
activacion de ambas vias presentaron un nivel mayor de expresion de p-4E-BP1 pero
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éste era similar a los que Unicamente eran positivos para p-AKT. Es decir, p-ERK no

influenciaba sobre la expresion de p-4E-BP1 ni en los casos p-AKT positivos ni en los

negativos (p=0.488) (ven&URA 63).

FIGURA 62. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresion de p-4E-BP1 en relacién a la

positividad de p-ERK
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FIGURA 63. Diagrama de cajas que muestra las diferencias de expresion de p-4E-BP1 en relacion a la

positividad o negatividad de p-AKT y/o p-ERK
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2.4 ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA

Los resultados del andlisis de la supervivencia global y libre de enfermedad de los
carcinomas de endometrio se muestran a continuacion.

La supervivencia global de la serie con un seguimiento medio de 62.3 meses (rango de
1-153 meses) en el que se detectaron 19 muertes y 32 recidivas. La supervivencia media
fue de 127 meses. LadurA 64 muestra las curvas globales de supervivencia y periodo

libre de enfermedad de la serie.

FIGURA 64. Curva de supervivencia global y libre de enfermedad de los carcinomas de endometrio
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2.4.1 Tipo histolégico

El tipo histologico mostré valor en la determinacion de la supervivencia de las
pacientes. Concretamente, los carcinomas de tipo Il mostraron claramente una
supervivencia inferior a los carcinomas de tipo | como se puede apreciarieoHa F

65, con un valor estadisticamente significativo. La supervivencia media de los
carcinomas endometrioides fue de 132 meses mientras que la de los carcinomas serosos
fue de 32.5 meses y los carcinomas serosos de 41 meses.|&vRla 65 se muestran

las curvas y puede observarse que el valor del tipo histologico varia cuando se mira el
periodo libre de enfermedad se pierden estas diferencias.
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FIGURA 65. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para el tipo histologico
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2.4.2 Grado de diferenciacion

El grado de diferenciacion se muestra como una variable de valor prondstico en la que,

como puede verse en lacBRA 66, ningun carcinoma bien diferenciado murié durante

el periodo de seguimiento. Estas diferencias se pierden en el periodo de seguimiento en
el que no se detectaron eventos en los bien diferenciados y se mantienen las diferencias

entre los distintos grados de manera significativa.

FIGURA 66. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad segin el grado histoldgico
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2.4.3 Estadio FIGO

El estadio es uno de los factores prondsticos mas importantes. En nuestra serie los
diferentes estadios muestran un impacto claro en el prondstico, llamando la atencion la
proximidad de comportamiento de los estadios | y Il respecto a los avanzados. Estas
diferencias son altamente significativas tanto en la supervivencia global como en la libre

de enfermedad. Los casos en estadio I, mostraron una supervivencia media de 238

meses a diferencia de los estadios IV que fue de 6 meses, estando el resto en valores

intermedios a éstos.

FIGURA 67. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad segun el estadio de la FIGO
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2.4.4 Infiltraciobn miometrial

Independientemente del estadio se valoro el grado de infiltracion endometrial. Aunque
todos los casos en estadio Il y IV presentaron infiltracion >50% de la pared miometrial,
hubo 9 casos en estadio Il en los que la infiltracion fue <50%. Las diferencias en la

supervivencia global y libre de enfermedad fueron altamente significativas entre los 2
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grupos, con una diferencia de 40 meses de supervivencia entre ambosidoRAs68

pueden verse las gréaficas correspondientes.

FIGURA 68. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad segun la infiltracion miometrial
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2.4.5 Marcadores inmunohistoquimicos

A continuacion se muestran los resultados del analisis de la supervivencia de los
carcinomas de endometrio en funcibn de la expresion de los marcadores

inmunohistoquimicos estudiados.

En la HGURA 69 se muestran las curvas de supervivencia para HER2. Tanto la
supervivencia global como la libre de enfermedad mostraron diferencias entre los casos
positivos y negativos que fueron estadisticamente significativas. Los casos positivos

tuvieron una supervivencia media inferior de 52.7 meses que los negativos.
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FIGURA 69. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad en funcién de HER2
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Respecto a EGFR se muestran los resultados ercl®A70. Se observo una peor
supervivencia en los casos que negativos tanto para la supervivencia global como libre
de enfermedad, sin ser esta ultima significativa. Ninguno de los casos EGFR positivos

mostrd ningun evento.

FIGURA 70. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para EGFR
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La valoracion de la supervivencia en funcion de la coexpresion de ambos receptores se
muestra en lalBURA 71. Puede observarse que, de forma significativa, la expresion de
HER2 mantenia el valor prondstico si EGFR era negativo. Los casos que fueron

positivos para ambos receptores no mostraron ningun evento.

FIGURA 71. Curvas de supervivencia en funcién de la coexpresion de los receptores
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p-AKT no mostrd diferencias en las curvas de supervivencia global ni libre de
enfermedad (EURA 72) cuando se valoraba de forma conjunta la expresion nuclear y
citoplasmatica. La supervivencia global de ambos grupos fue practicamente la misma,
de 125 meses, proxima a la global de la serie. EmGlarRE 72 y HGURA 73 se pueden

ver las curvas de supervivencia para la expresion nuclear y citoplasmatica valorada de
forma independiente. En cuanto a la supervivencia global no se observaron diferencias.
En la libre de enfermedad, los casos que no expresaron AKT citoplasmatico recidivaron

antes que los positivos.
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FIGURA 72. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT total
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FIGURA 73. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT nuclear
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FIGURA 74. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-AKT citoplasmatico
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En el caso de p-ERK tampoco se observaron diferencias significativas si se valoraba la
expresion nuclear y citoplasmatica de forma conjunta, aunque los casos negativos
mostraron una supervivencia media ligeramente menor de 9 meses. En el andlisis del
periodo libre de enfermedad, ambas curvas fueron practicamente superporcbies (F

75).
FIGURA 75. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK total
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Al valorar de forma separada la expresion de p-ERK en funcion de la localizacion, se
obtuvieron resultados similares, excepto en la supervivencia libre de enfermedad en la
gue los casos con expresion citoplasmatica recidivaban mas rapidamente que los

negativos, de forma significativa (veilGBRA 76 y RGURA 77).

FIGURA 76. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK nuclear
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FIGURA 77. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-ERK citoplasmatico
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En la RFGURA 78 se muestran las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad
para la activacion tanto de AKT y ERK de forma conjunta. Los casos ERK positivos se
comportaron de forma mas agresiva siempre que no estuviera activado AKT

simultdneamente, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

FIGURA 78. Curvas de supervivencia para la activacién de AKT y ERK.
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Por ultimo, p-4E-BP1 mostré diferencias estadisticas de supervivencia entre los casos

positivos y los negativos como puede apreciarse erclarRk 79. Los casos positivos
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mostraron una supervivencia media de 141 meses mientras que los negativos fue de 111
meses. En el primer grupo hubieron 3 eventos y en el segundo 16 eventos. En el estudio
de la supervivencia libre de enfermedad no se encontraron diferencias relevantes entre
los 2 grupos. En la IBURA 80 se muestran los resultados para la expresion

citoplasmatica de la proteina, en la que se pierde el valor prondéstico que se observaba en

la nuclear.

FIGURA 79. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-4E-BP1
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FIGURA 80. Curvas de supervivencia global y libre de enfermedad para p-4E-BP1 citoplasmatico
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2.5 Analisis multivariante

El estudio con la regresion de Cox para calcular los riesgos proporcionales de las
distintas variables que analizadas de forma individual fueron significativas resulté el
mostrado en laABLA 32. Fueron significativos los valores de HER2 y el estadio y no
fueron significativos ni el grado ni la expresién de p-4E-BP1. Sin embarbezast

ratio parap-4E-BP1 fue mayor que 1 por lo que aporta valor al riesgo de morir en las

pacientes con cancer de endometrio.

TABLA 32. Regresion de Cox para cancer de endometrio

95,0% IC para Exp(B)

B ET Wald o] Sig. Exp(B) Inferior Superior
her2_012_3 1,162 ,565 4,232 1 ,040 3,196 1,056 9,670
p4EBP1_2cr ,340 ,692 ,242 1 ,623 1,406 ,362 5,459
Grade ,904 ,536 2,844 1 ,092 2,470 ,864 7,067
Tipo_Histol -,633 416 2,318 1 ,128 ,531 ,235 1,200
Estadio 1,270 ,338 14,109 1 ,000 3,563 1,836 6,913
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V. DISCUSION







1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

- El estudio se realiz6 dissue microarrays (TMAS) por lo que podria suponer un
problema de representatividad de muestra ante marcadores que mostraran
marcada heterogeneidad tumoral. Para minimizar este posible error se realizaron
cilindros de mayor diametro a los habituales (2mm) con mayor representatividad
de tejido. Ademas, de cada caso habia 3 muestras de tejido, habiéndose
demostrado en algunos estudios que con este numero de cilindros los resultados
estan dentro del indice de confianza del 95% (369). Para mayor seguridad todos
los anticuerpos se realizaron también sobre secciones completas en algunos
casos confirmando los resultados del TMA.

- La valoracion de los resultados inmunohistoquimicos se realiz6 de forma
semicuantitativa utilizando el sistema Hscore, con la limitacion de las
variaciones intraobservador conocidas. Para minimizar esta variabilidad, para la
mayoria de marcadores se utilizaron criterios mas cualitativos que cuantitativos
para realizar el andlisis estadistico. Se agruparon como negativos los casos con
intensidades muy bajas y como positivos el resto. Sin embargo, cuando se utilizo
el Hscore en el analisis, se observaron resultados similares por lo que las
conclusiones del trabajo estan poco influenciadas por esta variabilidad.

- El estudio se realiz6 con anticuerpos que detectan la proteina fosforilada. El
estado de fosforilacibn es mas labil que el de la proteina no fosforilada
estimandose su conservacion hasta unos 30 minutos como maximo de isquemia
fria hasta su fijacion (370). Esta variable preanalitica es de dificil control aunque

en nuestra serie los casos fueron tratados con el mismo procedimiento por lo que
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probablemente este problema afecte a todos los casos de manera similar. Si
algun caso hubiera estado en un periodo de isquemia superior, seria de forma
aleatoria por lo que la probabilidad de que afectara de forma significativa los
resultados valorados de forma global seria baja.

El bajo nimero de casos también es un factor limitante, sobretodo en algunos de
los andlisis en los que la segmentacion de la muestra, daba lugar a grupos muy
pequefios de casos. Los resultados de este trabajo deberian confirmarse en series
mas amplias en las que estuvieran mejor representados los tipos histolégicos
menos frecuentes, para poder valorarlos de forma individualizada. Sin embargo,

el periodo de tiempo para la recogida de tantos casos seria demasiado alto o seria

necesario agrupar casos de otros centros para poder realizarla.
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2 VARIABLES CLINICO PATOLOGICAS

2.1 Tipo histolégico

El trabajo relne una serie de carcinomas de ovario y una de endometrio, que comparten
tipos histologicos que morfoldgicamente son similares pero que presentan
comportamiento clinico distinto en funcién de la localizacion.

Como se menciona en la introduccion el tipo histolégico representa uno de los factores
prondsticos mas importantes, ya que, en realidad, son enfermedades distintas que
coinciden en la localizacion (166, 371). Esto es especialmente evidente en los
carcinomas de ovario, en los que el avance en el conocimiento de la histogénesis de
estos tumores revela origenes distintos. Ademas, también presentan alteracion de vias
moleculares oncogénicas distintas (104, 372). Nuestras series son casos consecutivos,
habiéndose eliminado aquellos casos de los que no se disponia de datos clinicos o tejido
adecuado para el estudio inmunohistoquimico, por lo que refleja la proporcion de tipos
histol6gicos en cada tipo de tumor que tenemos en nuestro entorno.

Asi, en cancer de ovario tenemos un 40% de carcinomas serosos, un 21% de carcinomas
endometrioides, un 20% de carcinomas de células claras y un 20% de carcinomas
mucinosos, reflejando que dentro de los carcinomas el seroso es el mas frecuente (ver
TABLA 3).

En cancer de endometrio, el 80% de los casos son carcinomas endometrioides, el 12%
son carcinomas serosos y el 6% carcinomas de células clarasguerIB).

Como ya esta establecido en las diferentes series publicadas o en el informe de la FIGO
(111, 146), el tipo histolégico tiene valor prondstico en la supervivencia global tanto en

carcinomas de endometrio como de ovario con un resultado estadisticamente
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significativo. Respecto al periodo libre de enfermedad también se observan diferencias
aunque éstas no alcanzan la significacion estadistica, tanto en cancer de ovario como de

endometrio (ver IGURA 32 y HGURA 65).

2.2 Grado histologico

El valor del grado histolégico ha sido un tema controvertido a lo largo de los afios,
habiéndose propuesto diversos sistemas de gradacidon para asegurar el valor pronéstico
del mismo, especialmente en el cancer de ovario (113, 373). Actualmente, siguiendo los
esquemas de clasificacion de la FIGO, fundamentalmente se gradan los carcinomas
endometrioides y los mucinosos. Los carcinomas serosos y de células claras se
consideran de alto grado en la mayoria de casos. En el cancer de ovario hay un grupo de
carcinomas serosos que se consideran de bajo grado y que siguen una via oncogénica
distinta a los de alto grado, aunque nuestra serie no recoge ningun caso de este tipo. En
el cancer de endometrio se sigue el mismo sistema de gradacion, sin existir los
carcinomas serosos de bajo grado.

Como se muestra en laaBLA 4, en nuestra serie de carcinomas de ovario estaba
constituida mayoritariamente por tumores de grado 3 (69%), en un 17% de grado 2 y en
un 13% de grado 1, correspondiendo la mayoria de éstos a carcinomas mucinosos. En la
de cancer de endometrio, los casos fueron de grado 3 en un 42%m de grado 2 en un
38% y de grado 1 en un 19% (vexsLA 20).

En el informe de la FIGO de cancer de ovario y también en el de endometrio, el grado
diferencia grupos prondsticos de forma significativa (111, 146). En nuestra serie
también muestra curvas de supervivencia claramente diferenciadas entre grupos de
grados histolégicos cuando se valora la supervivencia global i(veRA-33 y HGURA

66). Cuando se valora la supervivencia libre de enfermedad también se observan

diferencias aunque éstas no son estadisticamente significativas.
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2.3 Estadio

El grado de diseminacion de la enfermedad en el momento del diagndéstico es uno de los
factores prondsticos més importantes en la mayoria de tumores del organismo. El
sistema mas utilizado en patologia ginecolégica es el de la FIGO como se representa en
el CUADRO 3 para los carcinomas de ovario y en @hQRo 7 para los de endometrio.

En la TaBLA 5 y en la RBBLA 21 se muestran las frecuencias de cada estadio. Los
estadios avanzados (lll y IV) son los mas frecuentes en la serie de ovario y se
encuentran en un 53.5% de casos, siendo esta frecuencia superior si s6lo se tienen en
cuenta los carcinomas serosos en los que estos estadios superan el 70% de los casos.
Los carcinomas mucinosos fueron los que se diagnosticaron con mayor frecuencia en
estadios iniciales. Estos datos contrastan con los observados en los carcinomas de
endometrio en los que la mayor parte de los casos se diagnostican en estadios iniciales,
estando en cerca del 60% de los casos localizados en el cuerpo del Gtero en el momento
del diagnostico.

En los informes anuales de la FIGO (111, 146) se demuestra el valor pronéstico de este
sistema de estadificacion, que también se reproduce en nuestras series de forma
significativa para la supervivencia global, tanto en los carcinomas de endometrio como

en los de ovario (veriGURA 34 y HGURA 67).
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3 MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

3.1 Expresion de HER2

La alteracion molecular que con mayor frecuencia ocasiona aumento de la actividad de
HER2 es la amplificacion (92). Esta amplificacion se evalla por hibridacion in situ de
forma rutinaria en el estudio de carcinomas de mama o gastricos. El aumento de copias
del gen se traduce como un aumento de la expresion de la proteina y, por tanto, un
aumento en la intensidad de tincion inmunohistoquimica. Esta técnica se usa como
método de cribado, ya que los casos inmunohistoquimicamente negativos no suelen
presentar amplificacion genética y los casos amplificados suelen expresar de forma
intensa el receptor. Estudios comparativos de la sensibilidad de las diferentes técnicas
ha puesto de manifiesto el alto valor predictivo negativo de los casos sin expresiéon de la
proteina por inmunohistoquimica y los casos con expresion intensa (3+) altamente
predictivos para la deteccion de amplificacién génica. Sin embargo, no todos los casos
con expresion de HER2, generalmente de forma débil o moderada, es debida a la
amplificacion (374). Los casos con positividades de grado 2, son de menor
reproducibilidad y es necesaria la aplicacion de técnicas moleculares para determinar la
existencia de amplificaciébn. Es por ello que en nuestra serie hemos considerado
Gnicamente como positivos aquellos casos en que la tincién inmunohistoquimica era
grado 3, es decir, positividad en toda la membrana citoplasmatica y de manera intensa.
En nuestra serie observamos aumento de expresién en un 17.8% de los tumores de
ovario. Ademas, Unicamente los tumores malignos mostraron positividad
inmunohistoquimica para HER2, siendo positivos el 30.7% de los mismos. En la
literatura se describen porcentajes similares, que oscilan entre el 15 y el 10% de

carcinomas (94, 305, 375). Los carcinomas de ovario en los que obtuvimos mayor
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expresion de HER2 fueron los de célula clara (46.7%) resultado superponible al
obtenido por Meden H et al con un 46% (376). Como en este mismo estudio, los
carcinomas mucinosos son los que presentaron menor expresion de HER2. Slamon et al
estudiaron las alteraciones de HER2 en cancer de ovario y se identificd amplificacién en
aproximadamente el 30% de los mismos (92). Se observaron variaciones en la expresion
de HER2 segun el tipo histologico y el grado histolégico. En algunos trabajos, los
tumores con mayor expresion de HER2 fueron los carcinomas de células claras (46%) y
los serosos (23%), asi como los de mayor grado histolégico. Respecto al grado, en
nuestra serie pudimos comprobar que los carcinomas peor diferenciados presentaron
mayor expresion de HER2, siendo los carcinoma G3 los mas frecuentemente positivos
(45.2%). Sin embargo, las diferencias observadas entre estadios no fueron significativas
(p = 0.208) como se muestra en kBslIA 23.

En cancer de endometrio también se observa sobreexpresion de HER2 y se consideraron
como en el ovario positivos Unicamente los casos con expresion intensa de la proteina.
En esta localizacion, la mayor parte de casos positivos eran carcinomas, pero también
pudo observarse una hiperplasia compleja que también mostré positividad moderada
por lo que se clasific6 como negativa. En nuestra serie, el 11% de los carcinomas fueron
positivos, fundamentalmente los tipos Il. En los trabajos publicados, los tumores que
mas frecuentemente son positivos son los carcinomas sSerosos con unos rangos de
positividad muy variables (14-80%) y con una frecuencia de amplificaciéon valorada por
FISH del 21-47% de los casos (209, 244, 377). Probablemente las marcadas diferencias
de resultados inmunohistoquimicos entre las diferentes series sean debidas a
importantes variaciones metodolégicas, asi como al uso de anticuerpos con
especificidad y sensibilidad muy heterogéneas (378). En nuestros casos, los carcinomas

serosos fueron positivos en el 25%, entrando dentro de lo reportado y aproximandose al
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porcentaje descrito como amplificado en la serie mas grande publicada (379). También
observamos mayor positividad en los carcinomas de alto grado de forma significativa,
incluyendo los carcinomas endometrioides. Sin embargo, no se observé asociacion de la
expresion de HER2 con la capacidad de infiltracién y diseminacion, dada la falta de
asociacion con el estadio (vesBLA 23).

En los tumores de ovario tanto los tumores benignos como los borderline fueron
negativos para HER2. En el caso del endometrio, los controles de endometrio no
tumoral resultaron todos negativos, incluidas las hiperplasias endometriales,
observandose Unicamente en una de ellas tincibn moderada, por lo que se valoré6 como
negativa. Estos datos apoyan que la alteracion de HER2 es una alteracion tardia en el
proceso de oncogénesis 0 que Unicamente se da en los casos que van a evolucionar a

carcinoma y ademas de alto grado.

El valor pronédstico de la sobreexpresion de HER2 ha sido motivo de numerosos
estudios. En tumores de otras localizaciones, como mama, se ha demostrado claramente
su relacién con la aparicién de recidivas tempranas, supervivencia global y grado de
respuesta al tratamiento (92). En el ovario la mayoria de trabajos muestran correlacion
con la supervivencia global, aunque en el analisis multivariado en algunos estudios no
se mantiene como factor independiente (91, 94, 132, 375, 380, 381). En nuestra serie, el
andlisis de la supervivencia muestra una disminucion de la misma en los casos positivos
con una supervivencia media de 47 meses frente a 58 meses en los casos negativos,
siendo estas diferencias mas marcadas a partir de los 40 meses del diagndstico. Sin
embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.191).

En el carcinoma de endometrio se asocia con mas frecuencia a peor prondstico, incluso

como valor independiente (209, 244). Ademas, en el estudio por FISH las diferencias de
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ratio de HER2/CEN7 también tienen impacto en el prondstico (382). En nuestra serie, la
expresion de HER2 también mostré valor prondstico de manera estadisticamente
significativa como puede verse en I&BRA 69, con unlog rank =0.005. Igualmente,

los casos HER?2 positivos recidivaron antes que los negativos (p=0.012).

El interés del estudio de HER2 en estos tumores, independientemente del significado
pronéstico que pueda tener, radica en la posibilidad de que las pacientes puedan
beneficiarse de un tratamiento especifico que bloquee el receptor. En este sentido, se
han realizado algunos ensayos clinicos con trastuzumab en carcinomas de ovario
refractarios a los tratamientos habituales pero se han obtenido resultados significativos,
con solamente respuestas del 7.3% de los casos positivos (90). También se han
realizado ensayos en carcinomas avanzados de endometrio o en enfermedad recurrente,
y aunque se ha descrito actividad del farmaco en casos aislados, en el ensayo clinico no
se observaron beneficios de este tratamiento (212). En relacién a estos resultados se ha
criticado que el ensayo mezclara carcinomas de tipo | y tipo Il, cuando los casos que
principalmente sobreexpresan HER2 son los segundos. También es de interés
mencionar que recientemente se ha visto que un porcentaje elevado de los carcinomas
de alto grado de endometrio que sobreexpresan HER?2 tienen la variante truncada de la
proteina p95HER2, que es insensible a trastuzumab y podria explicar en parte la falta de

respuesta al tratamiento en casi la mitad de los casos (383).

3.2 Expresion de EGFR

EGFR es, como HER2, un miembro de la familia de los receptores de crecimiento

epidérmico que también se ha involucrado en diversos tipos de tumores. Se puede
encontrar alterado por mutaciones, amplificacion génica o Unicamente sobreexpresion
del receptor. Las mutaciones de EGFR son especialmente importantes en carcinomas no

microciticos de pulmén donde son predictores de respuesta a tratamientos inhibidores
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del receptor (384). Igualmente, el estudio de la amplificacion del gen de EGFR se
realiza de rutina en el estudio de los glioblastomas en los que tiene un papel
patogenético y prondstico (385). La sobreexpresion de la proteina se encuentra en gran
variedad de tumores que van desde los carcinomas colorrectales, gastricos, tumores de
cabeza y cuello o mama (386-390). También se ha descrito en tumores ginecoldgicos,
particularmente en carcinomas de ovario y cérvix, en los que se le ha atribuido un papel
prondstico en algunos trabajos. Aunque la expresion inmunohistoquimica de EGFR no
aporta informacién sobre si existe algun tipo de alteracion molecular o funcional del
receptor, también se ha relacionado con el prondstico o bien ha demostrado utilidad
diagndstica en algunos trabajos (391, 392).

En carcinomas de ovario se han publicado resultados muy variables de positividad para
EGFR que oscilan entre 13-80% de casos. Estas discrepancias de resultados
probablemente son debidas a diferencias técnicas entre los trabajos. A nivel molecular,
las mutaciones de EGFR son muy poco frecuentes en los carcinomas de ovario,
encontrandose en el 4% de los tumores (393). La amplificacion, valorada por FISH, es
mas frecuente y se encuentra fundamentalmente en carcinomas serosos. Se ha visto
amplificacion en aproximadamente el 6% de los carcinomas y en el 20% de los
carcinomas serosos, habiendo casos en los que se observa un resultado inverso entre
tumor primario y su recidiva, atribuyéndose estas diferencias a la heterogeneidad
tumoral, por lo que probablemente, el nimero de casos amplificado sea mas alto (392).
En nuestra serie, el 53% de los carcinomas mostraron sobreexpresion siendo un valor
concordante con el observado en otras series (88). Como en la mayoria se series,
tampoco observamos relacién con las variables clinicas, el tipo histoldgico, grado o el
estadio (ver ABLA 7), aunque los tumores de alto grado eran méas frecuentemente

positivos que los bien diferenciados.
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En los carcinomas de endometrio el numero de trabajos que valoran EGFR es
sensiblemente menor. Como en el carcinoma de ovario, también hay disparidad de
resultados en cuanto a frecuencia de sobreexpresion del receptor, oscilando entre el 10 y
el 67% de casos. La mayoria de series coinciden en que los carcinomas endometrioides
son los que lo sobreexpresan con mayor frecuencia y que también lo hacen los grados 1,
sin encontrar relacion con el estadio clinico (214). En nuestra serie, el 19% de los casos
mostraron sobreexpresion de EGFR, sin embargo, fueron mas frecuentemente positivos
los carcinomas serosos que los endometrioides. Al valorar las diferencias de expresion
en funcion del grado histolégico, se observo que los bien diferenciados eran positivos
con mayor frecuencia que los de alto grado, coincidiendo con la mayoria de trabajos
publicados (214, 394). Como en estas series, en la nuestra no encontramos relacién con
el estadio clinico (ver ABLA 24) sin embargo, si que se observdé menor expresion del
receptor en los casos que presentaron mayor infiltracibn miometrial, de forma
significativa. Es decir, en nuestra serie se puede observar una tendencia a expresar mas
EFGR en aquellos casos con caracteristicas mas indolentes de carcinoma de endometrio.
En nuestra serie, se ha observado sobreexpresion de EGFR tanto en tumores benignos
de ovario como en los tumores borderline. Sin embargo, en los controles de endometrio
normal e hiperplasico, EGFR fue negativo. Este resultado sugiere que la sobreexpresiéon
se produce en las muestras tumorales en las que existe una clonalidad de las células y no
en tejidos no tumorales aunque algunos sean lesiones de riesgo de transformacion

maligna.

El valor prondstico de EGFR en cancer de ovario ha sido motivo de debate. En
diferentes trabajos los casos con expresidn inmunohistoquimica para EGFR se

comportan peor, independientemente de otros factores clinicos o histolégicos (395)
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aunque en otros si se observo correlacion con el estadio clinico (396). En un trabajo
también se observd valor pronostico estudiando Unicamente casos en estadios | y |l
(397). Sin embargo, el niumero de estudios en los que no se observa relacion con la
supervivencia son mayores. Es de interés que muchos trabajos analizan estadios clinicos
concretos o0 casos con enfermedad avanzada, sin observarse diferencias de
comportamiento entre los casos positivos y los negativos (88, 398, 399). En nuestra
serie, como se puede observar enitRA 36, no se demostré valor prondstico ni en la
supervivencia global ni en el periodo libre de enfermedad.

En cancer de endometrio, la expresion de EGFR se asocia a bajo grado y a carcinomas
tipo | por lo que en general se ha asociado a mejor pronéstico (400), sin embargo,
cuando se valora exclusivamente en el grupo de carcinomas serosos Si se observa un
peor comportamiento en los casos positivos (214). Estos trabajos sugieren que EGFR
juega papeles diferentes en funcién del tipo histoldgico, por lo que en los carcinomas
serosos se podrian plantear terapias para bloguear el receptor. En nuestra serie, los casos
positivos son los que presentan mejor prondstico, teniendo significativamente mejores
supervivencias globales. En el estudio de la supervivencia libre de enfermedad, los
casos positivos tenian un mejor comportamiento pero no era estadisticamente
significativo. Estos resultados concuerdan con los comentados, aunque en nuestra serie
no se pudo realizar el estudio de supervivencia en funcion del tipo histolégico, dado que

el nimero de casos de carcinomas serosos es insuficiente.

Por otro lado, la coexpresion de ambos receptores se observd en el 33% de los

carcinomas de ovario mientras que en los de endometrio Unicamente en el 2%. No se

observé asociacion estadistica con ninguno de los parametros clinicos e histoldgicos
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analizados ni diferencias prondsticas por el hecho de que existiera coexpresion de HER2

y EGFR.

3.3 Expresion de AKT fosforilado

AKT eses una serina-treonina proteina quinasa también llamada proteina quinasa B que
es una molécula central en una via que regula la supervivencia celular, incluyendo
procesos como la apoptosis, la proliferacion, diferenciacién y metabolismo celular. Es
decir, recibe el estimulo a partir de los receptores de la membrana y la sefial diverge
hacia vias muy diferentes regulando funciones muy diversas (313). Una de las
principales es la regulacion de mTOR. La proteina tiene diversos puntos de
fosforilacion, siendo la serina 473 la que depende mas directamente de las vias
procedentes de los receptores de los factores de crecimiento y, ademas, es esencial para
la activacion completa de la proteina (401). Este sitio de fosforilacion es el que
estudiamos inmunohistoquimicamente en nuestra serie. No se han descrito mutaciones
puntuales que afecten AKT en patologia neoplasica, aunque si amplificaciones génicas
en carcinomas de ovario, asociandose estos casos a tumores de alto grado (402). En la
mayoria de tumores, la activacion de AKT se produce a través de la via de sefializacion
que se inician en el receptor de membrana. Esta hiperactivacion de la via se ha descrito
en multiples tumores como la mayoria de carcinomas de tiroides o linfomas anaplasicos

y en mas de la mitad de casos de gliomas, carcinomas no microciticos de pulmon,
melanomas o mesoteliomas (322, 403, 404).

En nuestra serie se observo tincion para AKT fosforilado tanto en ndcleo como en
citoplasma, siendo éste un hecho que no variaba sensiblemente los resultados, aunque se
valoro de forma independiente para cada localizacion. En las series publicadas tampoco

se observan diferencias al valorar la localizacion subcelular de la proteina de forma
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independiente (170, 405, 406). En los trabajos in vitro se demuestra que la activacion de
AKT ocurre en la zona adyacente a la membrana y posteriormente se trasloca al
citoplasma y al nucleo (407). La funcién exacta de AKT en el nuacleo no es bien
conocida aunque activa algunas moléculas como factores de transcripcion o receptores
hormonales, siempre con funciones que conllevan un aumento de la supervivencia
celular. Ademas, se ha visto que segun la isoforma de AKT que se estudie, ésta se puede
localizar en sitios diferentes. AKT1 y AKT3 pueden encontrarse tanto en nucleo como
citoplasma y AKT2 en la mitocondria (408, 409). En un trabajo realizado en cancer de
mama se encontraron resultados diferentes en funcion de la localizacion subcelular y fue
la expresion nuclear la que se asociaba a la expresién de receptores hormonales y a
subtipo luminal A a diferencia de la expresion citoplasmatica. Ademas, la expresion
nuclear era la Unica que tenia valor prondstico (410).

En los carcinomas de ovario se describe sobreexpresion de AKT fosforilado en
aproximadamente el 40% de casos. En la mayoria de tumores se asocié la
sobreexpresiéon con la agresividad del tumor, siendo mas frecuentemente positivos los
altos grados y los estadios avanzados (411). Sin embargo, en otras series no se observé
relacién ni con tipo histoldgico, grado o estadio (405). En nuestra serie de carcinomas
de ovario se objetivo positividad en el 48% de casos, siendo esta frecuencia concordante
con lo publicado. La sobreexpresion de p-AKT valorada de forma global fue mayor en
los carcinomas que en los tumores borderline y los tumores benignos, aunque
estadisticamente las diferencias son fueron significativas AmnT8). Respecto a la
expresion en funcidn del tipo histolégico, se observé que los carcinomas mucinosos
eran positivos con menor frecuencia y que los mas frecuentemente positivos eran los
carcinomas de células claras y los endometrioides. Esta diferencia puede estar

relacionada con los mecanismos patogenéticos de estos tipos histologicos, ya que estos
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altimos, se relacionan con mas frecuencia a inactivacion de PTEN y por tanto
hiperactivacion de la via de AKT, habiéndose planteado en estos tipos histolégicos
como posible diana terapéutica (412, 413). Como en otras series de carcinoma de
ovario, en la nuestra, los carcinomas de alto grado presentaron mayor frecuencia de
activacion de AKT que los de bajo grado, aunque con una diferencia estadistica no
significativa.

En los carcinomas de endometrio, especialmente los tipos 1, la via AKT se encuentra
activada de forma constitutiva dado que la alteracion molecular mas recurrente en estos
tumores es la inactivacion de PTEN. Se describe activacién de AKT en el 40-48% de
los carcinomas endometrioides (167, 414) sin observarse correlacion con los distintos
parametros clinicos ni patolégicos, incluyendo el tipo histoldgico, el grado o el estadio
(415). En nuestra serie, observamos resultados diferentes en funcién de la localizacién
de la positividad. Globalmente, se detectdé expresion en un 47% de los carcinomas
observandose expresiéon nuclear en un 29% y citoplasmatica en un 41%. En el caso de la
expresion nuclear, se observan diferencias significativas en funcion del tipo histolégico
siendo claramente mas frecuente en carcinomas de tipo 2 y especialmente en los
carcinomas de células claras. También los carcinomas de alto grado expresaban con mas
frecuencia la proteina en el nucleo respecto al resto, siendo esta diferencia significativa.
Sin embargo, esta significacién tanto en el tipo histolégico como en el grado se pierde si
se valora sin tener en cuenta la localizacion, siendo ésta la forma habitual de valoracion
de AKT en otras series (167).

En los casos benignos y borderline se observé también expresion de p-AKT con
frecuencia, siendo algo superior en los borderline si se valoraba de forma global. Sin
embargo, los tumores borderline presentaron con mayor frecuencia expresion nuclear

gue los tumores benignos y carcinomas, de forma significativa. Este resultado puede ser
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debido al bajo numero de tumores borderline en la serie, comparado con los tumores
benignos y los carcinomas. Igualmente, en los controles de endometrio no tumoral se
observo positividad tanto en endometrios funcionales como hiperplasias, pero los
endometrios atréficos fueron todos negativos. Estos resultados tienen sentido si se
valora la funcion de AKT como mediador de la via de sefializacion de las sefiales de
supervivencia de la célula y crecimiento celular. La expresion de la molécula es un
indicador del grado de activacion de la célula, por lo que en las muestras
correspondientes a células funcionalmente activas hay expresion y en las atréficas no
existe.

Respecto a la supervivencia, en las series publicadas de cancer de ovario la activaciéon
de AKT no se relaciona con el prondstico (405) a diferencia de lo que ocurre con otros
tumores como los de mama (406, 410) o en el melanoma (416). En nuestra serie no se
observaron diferencias ni en la supervivencia global ni en la libre de enfermedad. En
cancer de endometrio tampoco se observa correlacion con el pronéstico en los trabajos
publicados, contrastando con el valor prondstico que tiene la inactivacion de PTEN
(415). En diversos estudios se encuentra correlacién entre la expresion de PTEN y la
fosforilacion de AKT (167), por lo que respecto a esta falta de valor prondstico de AKT
se ha hipotetizado que el valor pronéstico de PTEN puede estar mas relacionado con la
alteracion genética en si, que con la activacién funcional de la via (415). En nuestra
serie de cancer de endometrio tampoco observamos correlacion prondstica presentando
los casos positivos y los negativos curvas superpuestas. Respecto al periodo libre de
enfermedad se observa una tendencia a recidivar antes aquellos casos con menor

expresion del marcador aunque no es significativa.
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3.4 Expresion de ERK fosforilado

La MAPK ERK es la proteina central de la via de sefializacion que transmite la sefial
proliferativa desde la membrana hasta el nidcleo y forma parte de una cascada de
sefalizacion en la que intervienen diversas proteina-quinasas que estan muy
conservadas evolutivamente (351). Bajo este nombre se incluyen ERK 1 y 2 también
conocidas como MAPK1 y MAPKS3 y son serina treonina proteina-quinasas. Se activa
por fosforilacion, que realiza MEK y que a su vez es fosforilada por RAF, ambas
también quinasas del mismo tipo. Los efectores de ERK son proteinas citoplasmaticas y
también se trasloca al nucleo donde también puede fosforilar factores de transcripcion
que regulan la expresion genética. En el citoplasma tiene como dianas SOS o
principalmente las quinasas MNK1 y 2 que regulan el factor de iniciacion de la
transcripcion 4E o elF4E, facilitando la transcripcion de los mARNSs, algunos de los
cuales son claves para la proliferacion celular (363). Otras dianas de ERK son las RSKs
0 quinasas de proteinas ribosomales que también se fosforilan en respuesta a estimulos
antigénicos. Respecto a las dianas nucleares también se incluyen las RSKs y las MSKs
y algunos factores de transcripcion entres los cuales, los mejores caracterizados son los
llamados factores de los complejos ternarios como EIlk-1 (363). Esta traslocacion al
nacleo de ERK y su actividad tanto nuclear como citoplasmatica, explica que
inmunohistoquimicamente pueda expresarse en ambas localizaciones. En nuestros
casos, también se observo expresion de p-ERK en ambas localizaciones y aunque de
forma global los resultados fueron similares, en relacibn a algunas variables se
observaron diferencias en funcion del sitio de expresion.

ERK fosforilado se ha estudiado en escasas series de ovario con resultados desiguales
entre ellas. Se describe positividad para el marcador en un 30-40% de carcinomas de

ovario (417, 418). Es estos trabajos no distinguen la localizacion de la sefal para su
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evaluacion. En ninguna de las series encuentran relacion con parametros clinico-
patologicos como el grado, el tipo histolégico o el estadio. En uno de ellos se observa
incremento significativo de su expresion en muestras tumorales post-quimioterapia. En
el andlisis de supervivencia describen un ligero descenso de la supervivencia en los
casos positivos sin ser estadisticamente significativa. (418). En un trabajo se encuentra
relacion prondstica con la expresion de p-ERK y otras MAPK si se expresan en el
liquido ascitico de los carcinomas serosos (419). En nuestros casos se observé tanto
marcaje a nivel del nucleo como del citoplasma tanto en carcinomas de ovario como de
endometrio y fue valorado de forma independiente. En cancer de ovario la expresion
nuclear fue la mas frecuente observandose en un 45% de casos siendo un porcentaje
similar a las series publicadas. Esta fue mas frecuente en los carcinomas de células
claras y serosos, asi como los endometrioides de alto grado. Como en las otras series no
se encontro relacion con la supervivencia global ni libre de enfermedad.

En los carcinomas de endometrio se observé sobreexpresion de ERK fosforilado en
menos del 30% de casos pero se asociaba a tumores mas agresivos. La expresion era
mayor en carcinomas de tipo Il, grados altos e incluso estadios mas avanzados,
sobretodo en la expresion citoplasmatica, aunque al analizar las curvas de
supervivencia, a pesar de tener un pronéstico algo inferior no presentan diferencias
estadisticamente significativas. Unicamente se observa menor supervivencia libre de
enfermedad en los casos con sobreexpresion citoplasmatica de la proteina. Estos
resultados son comparables con los de otras series en las que tampoco se observa

relacion con la supervivencia (420)
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3.5 Expresion de 4E-BP1 fosforilado

La proteina 4E-BP1 es uno de los efectores del complejo TORC1 que se ha implicado
en la regulacion del ciclo celular, el crecimiento celular y la supervivencia. Su funcion
principal es la union al factor de inicio de la traduccion proteica elF4E, el cual no es
activo mientras estan unidos. Cuando 4E-BP1 se fosforila, libera a elF4E y puede
formarse el complejo de inicio de la traduccion. De esta forma, se traduciran los mARN
gue contengan la estructura CAP en el extremo 5’, constituyendo la conocida como
traduccion CAP-dependiente (421, 422). La expresion de 4E-BP1 se ha implicado
fundamentalmente en cancer pero también en otras enfermedades como la obesidad o la
diabetes (423).

La expresion inmunohistoquimica de p-4E-BP1 no habia sido estudiada anteriormente
ni en cancer de ovario ni de endometrio, por lo que los resultados de este trabajo fueron
los primeros en publicarse (424, 425). Tanto en ovario como en endometrio se observo
tanto tincion citoplasmatica como nuclear. La tincion citoplasmatica era la esperada
dado que la funcién conocida de la proteina es la de bloquear la formacion del complejo
de iniciacion de la traduccidn proteica, hecho que ocurre en el citoplasma de las células.
Sin embargo, la tincion nuclear se observaba de forma mas frecuente que la
citoplasmatica. En 2008, el grupo de Sonenberg demostr6 que 4E-BP1 se podia
localizar en el nucleo de las células (421). La diana de 4E-BP1, elF4E a la que se une,
se encuentra fundamentalmente en el citoplasma, pero una fraccion del 12-33% de la
misma se transporta al ntcleo mediante la proteina transportadora 4E-T. Esta se une a
elF4E a través de un dominio que comparte con 4E-BP1 y elF4G (426). En condiciones
de estrés celular 4E-BP1 regula la localizacion de elF4E y es necesario para su
traslocacion al nucleo. En el trabajo del grupo de Sonenberg se demostré que la

localizacion nuclear de 4E-BP1 no dependia de su estado de fosforilacion ni tampoco de
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su capacidad de union a elF4E. Sin embargo, mientras se encuentra unido a elF4E éste
permanece en el nicleo, siendo esta situacidon mas frecuente bajo situaciones de estrés
celular (421). En nuestra casuistica, todos los tumores que eran positivos en citoplasma
también lo eran de forma intensa o moderada a nivel nuclear. Por otro lado, también
hubo casos en los que la expresion de la proteina fosforilada fue exclusivamente
nuclear.

En nuestra serie de tumores de ovario, el 41% de carcinomas mostraron positividad para
4E-BP1 siendo citoplasmatico en el 14%. Esta expresion citoplasmatica se observo
Unicamente en tumores malignos mientras que la nuclear también fue detectada en
tumores borderline y en tumores benignos. El porcentaje de casos positivos estaba en
relacion directa con el grado del tumor, tanto si se valoraba la expresion nuclear como la
citoplasmatica, siendo las diferencias estadisticamente significativas para la expresion
nuclear. La expresion citoplasmatica estaba ausente de los carcinomas grados 1 y por
tanto presente Unicamente en altos grados. Al valorar la relacion con la activacion de la
via AKT de la cual es efector, pudo verse que los casos en los que estaba activada
mostraban de forma significativa un mayor nivel de expresion de p-4E-BP1 apoyando
su papel como efector. Es de interés, que la activacion de la via ERK también se
asociaba con mayor nivel de p-4E-BP1 de forma significatv@@A 24 y HGURA

25). Este resultado apoya que ambas vias puedan estar relacionadas en algun punto,
como se discutira mas adelante.

En los carcinomas de endometrio los resultados fueron similares. El patrén de expresion
observado fue superponible al de los carcinomas de ovario. Como en el ovario, la
expresion nuclear de p-4E-BP1 se observd tanto en carcinomas como en lesiones
benignas o en los casos controles, mientras que la citoplasmatica se detecté solamente

en carcinomas, exceptuando una hiperplasia compleja que resultoé positiva que al revisar
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la histologia de la misma se tratd de una hiperplasia compleja atipica, de la cual se
realizd una histerectomia sin observarse carcinoma endometrioide en la pieza. Como en
los carcinomas de ovario, tanto la expresion nuclear como citoplasmatica de la proteina
aumentaba en frecuencia con el grado histolégico de forma estadisticamente
significativa para ambas localizaciones. Estas diferencias también se reflejaron al
evaluar los tipos histoldgicos, ya que los de tipo Il fueron los mas frecuentemente
positivos.

En el andlisis de supervivencia, tanto los carcinomas de ovario como los de endometrio
mostraron diferencias prondsticas significativas al valorar expresién nuclear en la
supervivencia global pero no en la libre de enfermedad. Por otro lado, la expresion
citoplasmatica no mostré diferencias significativas en ambos tipos de tumores, a pesar
de que en el ovario los casos positivos mostraron cierta tendencia a comportarse peor.
Esta asociacion de la expresion de 4E-BP1 fosforilado con caracteristicas agresivas
tumorales se ha confirmado en otras series y en tumores de diversas estirpes celulares.
En cancer de ovario, también se ha estudiado el papel de 4E-BP1 en relacién al
prondéstico encontrandose expresado en tumores de alto grado, estadios avanzados y con
quimiorresistencia (427). En cancer de endometrio, otro trabajo estudio la expresion de
4E-BP1 y mTOR también se observé correlacién con el grado del tumor y en estadios
avanzados y con la respuesta a tratamiento con rapamicina en lineas celulares (428) En
carcinomas de mama, se estudiaron diversos marcadores relacionados con las vias de
sefalizacion y se demostrd que p-4E-BP1 se relacionaba con el grado del tumor y con el
pronostico (429). En cancer de cérvix uterino también se relacion6 con la supervivencia
libre de enfermedad y la global en pacientes tratados con radioterapia (430). En otros

tipos tumorales también se ha relacionado con el prondstico, destacando en los
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carcinomas de pulmén (431), mesoteliomas (432), astrocitomas (433) o melanomas

(434).

3.6 Expresion de p70S6K fosforilada

La proteina p70S6K es el segundo efector mas importante del complejo TORCL1 y juega
un papel importante en la regulacién del ciclo celular, el crecimiento celular y la
supervivencia (435). Su activacién ocasiona la fosforilacién de la proteina ribosémica
S6 que forma parte de la unidad 40S, con lo que se inicia la traduccion de los 5TOP
MARNS que codifican proteinas necesarias para la maquinaria implicada en el proceso
de sintesis de proteinas como otras proteinas ribosomicas o factores de iniciaciéon y
elongacién de la sintesis proteica. Esta proteina se ha implicado en mudltiples
enfermedades que van desde la diabetes al cancer (435). En tumores, se ha estudiado en
cancer de mama (436), carcinoma nasofaringeo (437), carcinoma de pulmén (438),
carcinoma de colon (439),carcinoma de esofago (440) o astrocitomas (441),
habiéndose encontrado relacion con prondéstico en algunos de ellos, relacion con
invasividad tumoral o con grado de respuesta a algunos tratamientos.

Existen escasos trabajos en los que se haya estudiado la expresion de p70S6K en cancer
de ovario o de endometrio. En nuestro trabajo sélo estudiamos esta proteina en la serie
de cancer de ovario.

En ovario se ha descrito la relacién de la activacion de p70S6K con la capacidad de
invasion de las células tumorales y ésta mediaria la accién del factor de crecimiento
hepatocitario mediante por la induccion de la expresion de la metalopoteinasa 9 (442).
En este mismo sentido, se ha estudiado el papel de p70S6K en la induccion de la
transicion epitelio-mesénquima en células de cancer de ovario, se seria mediada por

Snail (443), o bien, mediante el control del citoesqueleto de actina (444). Sin embargo,
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no existian series clinicas que estudiaran el papel de esta proteina en cancer de ovario
antes de este trabajo. Posteriormente, en un estudio realizado en 103 pacientes con
cancer de ovario, no se encontr6 correlacion de la proteina con factores clinico-
patologicos como el tipo histolégico o grado ni se encontré relacion con la
supervivencia (427). Ni en este trabajo ni en otros no describen la localizacion de la
expresion de la proteina aunque encuentran expresion nuclear. En nuestra serie, los
resultados que obtuvimos fueron similares. La expresion nuclear de p-p70S6K se
observé fundamentalmente en carcinomas aunque también estaba presente en
aproximadamente el 15% de tumores borderline y tumores benignos. Sin embargo, la
expresion citoplasmética estaba limitada a los carcinomas. No se observo relacidon ni de
la expresion citoplasmatica ni la nuclear con el grado el tipo histolégico o el estadio
clinico, aunque los carcinomas de alto grado eran los mas frecuentemente positivos sin
ser esta diferencia estadisticamente significativa. La proteina p70S6K se activa con la
via de AKT-mTOR por lo que como se muestra eniGURA 27, presenta niveles
mayores de expresion en los casos en las que ésta esta activada. Como se ha comentado
en la proteina 4E-BP1, también se observa un incremento de la expresion de p-p70S6K
en los casos en los que también habia activacion de la via de ERK, indicando conexion
entre ambas vias de sefializacion.

En cuanto a la supervivencia, ni la expresion nuclear ni citoplasmatica mostré ser

significativa en el andlisis de la supervivencia global ni libre de enfermedad.

3.7 Expresion de S6 fosforilada

La proteina ribosdémica S6 forma parte de la unidad 40S y por tanto interviene en la
regulacion de la sintesis proteica. Se ha implicado en la regulacion del crecimiento

celular, la proliferacion y la regulacion de la homeostasis de la glucosa (341). La
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activacion de la proteina corre a cargo de p70S6K y por tanto regula la traduccién de los
5TOP mARNSs. Se ha postulado que puede actuar contrarrestando las sefiales positivas
procedentes de p70S6K y por tanto convirtiéendose en una forma de ajuste fino de las
sefales procedentes de esta via (445). Existen escasos trabajos que valoren la expresion
de esta proteina destacando alguno en cancer de mama donde la expresién de S6 es un
biomarcador de la resistencia a los tratamientos anti-HER2 (446), sin existir ningun
trabajo en relacion a cancer de ovario.

En este trabajo se estudio la expresion de p-S6 Unicamente en la serie de carcinomas de
ovario. Se observé sobreexpresada a nivel citoplasmatico fundamentalmente en
carcinomas, existiendo aislados casos de tumores benignos y borderline. Cerca del 30%
de los carcinomas mostraron sobreexpresion de la proteina, que en todos los casos fue
débil o moderada. Esta expresion no correlaciond con el tipo histologico, grado o
estadio. Tampoco se observaron diferencias en la supervivencia global ni libre de

enfermedad.

4 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LOS
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

Los marcadores estudiados son representativos de diferentes fases de la sefializaciéon
celular, por lo que la activacién de una de las moléculas puede depender de la activacion
de la correspondiente a la fase previa. Sin embargo, en las vias de sefalizacién existen
interacciones multiples en las vias que hacen que la relacién entre las moléculas no sea

lineal, sino que dependa de mdultiples factores
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4.1 Expresion de los receptores de membrana

HER2 y EGFR son receptores de membrana de la misma familia, con actividad
tirosina-quinasa y que se pueden activar de maneras independientes y no excluyentes
entre si. Ambos receptores activan las mismas vias de sefializacién celular (296), por lo
que tiene interés valorar con qué frecuencia se activa cada uno de ellos y si pueden
hacerlo simultdneamente. Ademas, en algunos tumores se ha descrito la coexpresion de
ambos se relaciona con un aumento del riesgo de recurrencia y a un prondstico
desfavorable (447) sugiriendo que, en el caso de EGFR, la heterodimerizacién entre
ellos resulta mas activa que la homodimerizacion.

En la serie de carcinomas de ovario se observd coexpresion de ambos receptores en el
33% de casos, siendo mas frecuente en los carcinomas de células claras y
fundamentalmente en carcinomas de grado 3 donde el 70% de los casos eran positivos
para ambos receptores. En un 60% de casos ambos receptores fueron negativos. Sin
embargo, en nuestra serie la coexpresion de ambos receptores no significo un
empeoramiento de la supervivencia (Log Rank=0.429) respecto al grupo con soélo
expresion de HER2, sin ser la diferencia significativa. Los casos dobles negativos
fueron los que presentaron mayor supervivencia. En el estudio del periodo libre de
enfermedad tampoco se observaron diferencias significativasRg37).

En los carcinomas de endometrio, la sobreexpresion de HER2 implicO un peor
prondéstico de forma significativa, siempre que EGFR era negativo. Los casos que eran
positivos para ambos mostraron un comportamiento mejor que los casos negativos para
ambos receptores I(FURA 71). Este grupo de dobles positivos es poco valorable dado
gue esta constituido Unicamente por 2 casos que estaban en estadios iniciales y por tanto

hay poca representacion de casos.
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4.2 Activacion de las vias de AKT y de ERK

La via de AKT se encontraba activada fundamentalmente en los casos en los que se
observaba sobreexpresion de HER2 y EGFR, existiendo igualmente un grupo de casos
en los que ninguno de los receptores esta sobreexpresado. Este hecho, tiene sentido
dado que otros receptores pueden activas esta via como el receptor de factores de
crecimiento tipo insulina (IGFR) (448). Ademas, en canceres hormonodependientes,
como los de ovario y endometrio, se sabe que esta via se puede activar a través de los
receptores de estrégeno (449, 450). Es un hecho conocido que aparte de la actividad
nuclear de los receptores hormonales, éstos pueden tener actividad en la membrana y
citoplasma. Para ello requiere de algunas proteinas que permitan su anclaje en la
membrana, siendo la mas estudiada la caveolina (451). Los receptores de estrégenos
unidos a la caveolina pueden activar tanto PI3K-AKT como la via de las MAPK
actuando sobre la proliferacion celular y supervivencia de la célula de la misma manera
que lo hacen los receptores de membrana. Ademas, estas funciones extranucleares de
los estrogenos ocurren de forma inmediata a diferencia de las nucleares (449). El interés
del estudio de p-AKT es que recoge las sefales de activacion procedentes de los
diversos estimulos que recibe la célula y los canaliza hacia el nucleo.

En nuestra serie de ovario se puede observar el efecto aditivo de la activacion de la via
de AKT cuando existe sobreexpresion de los receptores estudiados y ésta es claramente
superior a los casos en los que no hay sobreexpresion de ninguno de lasuks (F

21). También vemos que esta activacion es mas frecuente a través de EGFR que de
HER2 (HGURA 20). En relacion a la activacion de p-ERK, los resultados son similares.
Los casos en los que hay sobreexpresion inmunohistoquimica de ambos receptores son
los que con mayor frecuencia expresan p-ERK. También podemos observar que cuando

EGFR es negativo, la activacion de HER2 no varia la expresion de p-ERK.
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En cancer de endometrio los resultados no muestran este efecto sumatorio de los
receptores de membrana. Como queda representado suka B8, el porcentaje de

casos positivos para p-AKT apenas varia en funcion de la expresion de los receptores.
Este hecho podria quedar explicado por la mayor hormonodependencia del cancer de
endometrio, por lo que la via hormonal ejerceria un estimulo mayor sobre la activacion
de la via de AKT que los receptores de membrana. Con la activacion para ERK el
resultado es similar, como queda ilustrado enda®a 60, con la limitacion de que el

grupo de casos con doble positividad de receptores no queda representado ya que
solamente obtuvimos 2 casos en esta categoria.

En el analisis de la supervivencia en relacidon a la expresion de estas 2 proteinas no se
observaron diferencias significativas en el prondstico de los diferentes grupos, aunque
los casos con activacibn de ERK tenian ligeramente menor supervivencia,
especialmente si se asociaban a AKT en cancer de ovario y de forma similar en cancer

de endometrio, aunque los dobles positivos no eran representativos.

4.3 Activacion de los efectores 4E-BP1 y p70S6K

La proteina p-4E-BP1 se activa fundamentalmente por la fosforilacion que mTOR
realiza en al menos tres sitios de la molécula, al activarse la via de AKT. Se desconoce
de forma completa qué moléculas pueden regular la fosforilacién del resto de sitios de la
misma para su separacion de elF4E (421). Por ejemplo, se sabe que la proteina p53
puede regular la defosforilacion de 4E-BP1 por lo que actuaria favoreciendo la unién y
bloqueo de elF4E (350). De la misma manera, las vias de AKT y de ERK interaccionan
entre ellas en varios puntos por lo que la activacion de 4E-BP1 también puede estar

condicionada por la via de ERK (452). Estas observaciones hacen que sea importante
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valorar si la activacion de ambas vias puede tener influencia en los niveles de expresion
de 4E-BP1.

En nuestra serie de cancer de ovario, tanto 4E-BP1 como p70S6K mostraron un
aumento significativo de expresion tanto si habia activacion de AKT como de ERK.
Ademas éste era aun mayor cuando ambas vias estaban simultdneamente activadas, con
una diferencia estadisticamente altamente significati@gA 26). En cambio, en el
cancer de endometrio, el aumento de expresion de p-4E-BP1 en los casos con activacion
de ambas vias no era tan marcado y las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (FGURA 63).

Este papel de 4E-BP1 como integrador de las sefales procedentes de las dos principales
vias de sefalizacion celular en la regulacion del crecimiento y proliferacion ha sido
propuesto como “factor embudo” éuhinel factor” ( ver HGURA 81) (453). El interés

de su identificacién radica en que potencialmente puede ser una diana terapéutica ya
gue podria bloquear la activacion de ambas vias simultaneamente. En este sentido, la
importancia de 4E-BP1 como centralizador de las sefiales oncogénicas ha sido
confirmada por otros autores que demuestran que la inhibicion de las vias de AKT y
ERK de forma individualizada no tiene la efectividad esperada, pero si se bloquean de
forma combinada si la tiene. Este hecho, implica que probablemente ambas vias
comparten moléculas que llevan a cargo la accion final (454)et@heen este estudio,
demuestran que el bloqueo de 4E-BP1 con ARN de interferencia (SiARN) reduce de
forma drastica la traduccion de proteinas dependiente tanto de la via AKT como la de
ERK, demostrando el papel centralizador de la molécula. Asimismo, demuestran que el
bloqueo simultdneo de ambas vias es necesario para reducir la fosforilacién de 4E-BP1
confirmando que en su regulacién intervienen ambas. Estos autores también

bloquearon 4E-BP2, que tiene efectos similares a 4E-BP1, pero la reduccion de la
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traduccién proteica no fue tan marcada como con 4E-BP1 por lo que éste ultimo tiene
un papel mas importante en la regulacion final de estas vias. (454). Por todo ello,
recientemente se ha propuesto el bloqueo de elF4E, es decir, realizar

farmacoldgicamente la funcién de 4E-BP1, como herramienta terapéutica (455).

FIGURA 81. Esquema de las vias de sefializacion celular estudiadas ilustrando el papel centralizador de

4E-BP1 en la regulacion final de las mismas.

TRADUCCION DE PROTEINAS
CyclinD1 c¢-myc FGF VEGF oftras

mmm) |Pronéstico

En el estudio de supervivencia, p-4E-BP1 es el Unico de los marcadores estudiados que
tiene valor pronostico en el cancer de ovario como se puede ver vk B5. Este

hecho apoya que a pesar de que tanto la via AKT como la de ERK pueden estar
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activadas, al fosforilarse 4E-BP1 por accion de las mismas, centraliza el efecto
oncogénico y es un marcador representativo de la intensidad del mismo, traduciéndose
en una menor supervivencia. En cancer de endometrio también tiene valor prondstico,

siendo otro modelo que confirma este papel central de la molécula.

La proteina p70S6K es otra molécula efectora de la fosforilacion de mTOR y que
también regula la sintesis de proteinas fosforilando moléculas clave en el inicio de la
misma. Como puede verse en laURA 27 y HGURA 28, su expresion estd aumentada

de forma significativa en los casos que son positivos pata AKT y para ERK. Ademas,
esta expresion es aun mas elevada cuando ambas vias estdn activadas de forma
simultdnea como puede verse enll@URA 29. Este resultado es superponible con el de
4E-BP1, sin embargo, en el analisis de supervivencia no tiene valor prondstico como se
podria esperar siendo el resultado de la activacion de las mismasiaiss\ (#7). Este
resultado es concordante con el observado in vitro, en el que el bloqueo de p70S6K
también reduce parcialmente la traduccidn proteica pero a un nivel muy inferior al que
lo hace 4E-BP1 (454). En este trabajo también valoran el papel de la fosforilacién de la
proteina ribosémica S6 que tiene un comportamiento similar pero la reduccion es adn
menor. Esta observacion puede explicar la reduccion del impacto de la proteina es el
pronéstico. En nuestra serie de carcinomas de ovario la coexpresion de 4E-BP1 y
p70S6K representd una discreta disminucion de la supervivencia global que no fue

significativa (RGURA 49), apoyando el menor efecto oncogénico que tiene p70S6K.
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VI. CONCLUSIONES







De los resultados de este trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El estadio clinico segun los criterios de la FIGO es el factor pronostico mas
importante tanto en cancer de ovario como de endometrio, sin correlacionarse con
ninguno de los marcadores relacionados con las vias de sefalizacidon celular que se

han estudiado.

En nuestra serie, el grado histolégico muestra diferencias prondsticas significativas

tanto en cancer de ovario como de endometrio.

La sobreexpresion de HER2 se asocia a peor supervivencia en cancer de endometrio

pero no en cancer de ovario, siendo mas frecuente en los carcinomas de alto grado.

La sobreexpresion de EGFR en cancer de endometrio correlaciona, en nuestra serie,
con factores clinico-patolégicos de menor agresividad, asociandose a un mejor
prondéstico. La sobreexpresion en cancer de ovario no tiene implicaciones en la

supervivencia.

La sobreexpresion de AKT y de ERK fosforilados no tiene valor prondstico en
cancer de ovario ni de endometrio ni muestra correlacion con el grado de

diferenciacioén ni el estadio.

La sobreexpression de 4E-BP1 fosforilado identifica un grupo de carcinomas de
ovario y de endometrio de peor pronéstico. Este valor pronostico es
independientemente de la activacion de las vias de AKT y de ERK, por lo que

constituye un factor clave en la regulacion de las vias que controlan el crecimiento y
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7

8)

9)

proliferacion celular. El nivel de expresién de 4E-BP1 fosforilado es mayor cuando
existe expresion simultanea de AKT y ERK fosforilados, apoyando que esta
influenciado por ambas vias de sefializacion y reforzando su papel central en el que

converge la sefial oncogénica.

Las expresion de 4E-BP1 fosforilado se observa en casos con sobreexpresion de
AKT y de ERK fosforilados, asi como en ausencia de los mismos, indicando que

pueden existir otras vias de regulacion de la fosforilacion del mismo.

La sobreexpresion de 4E-BP1 fosforilado es més frecuente en los carcinomas que en
las lesiones benignas y aumenta en funcion del grado de diferenciacién tumoral y

varia segun el tipo histoldgico, tanto en cancer de ovario como de endometrio.

La expresion de p70S6K y de la proteina ribosémica S6 fosforiladas no presenta
relacion con el prondstico en los carcinomas de ovario, aunque ésta ocurre
fundamentalmente en carcinomas comparado con los tumores borderline y los

benignos.

10)Nuestros datos apoyan la utilidad del estudio de factores moleculares en los que

converjan diferentes vias de sefializacion y que sean claves en la regulacion de las
mismas, pudiendo indicar el pronéstico de estos tumores y que, ademas, puedan ser

posibles dianas terapéuticas, como en nuestra serie ha resultado 4E-BP1 fosforilado.
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