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1. INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE ENDOMETRIO

El cancer de endometrio es el mas frecuente de los tumores infiltrantes del tracto genital
inferior femenino y el cuarto tumor mas prevalente entre las mujeres occidentales, tras el
cancer de mama, pulmén y colorrectal. La incidencia es mayor en los paises desarrollados
(5.5%) que en los subdesarrollados (4.2%). La incidencia cruda de cancer de endometrio en
la Unién Europea es de 16 casos/100,000 mujeres-afio (rango 13-24). Las tasas de
incidencia ajustadas por edad continlan aumentando en la mayoria de los paises
desarrollados, debido a la estrecha relacién del cancer de endometrio con factores
hormonales y ambientales. En Espafa, se presenta en 10.4 de cada 100000 mujeres (1), y
en Catalunya es el tercer cancer mas frecuente después del cancer de mama y colorectal,
con 730 nuevos casos diagnosticados cada afo, lo que corresponde al 6.1% de la poblacion
(2).

En los dltimos 30 afnos el nimero de carcinomas de endometrio se ha incrementado
presumiblemente asociado al aumento de la esperanza de vida de nuestra poblaciéon asi
como al incremento de la obesidad (1). Este incremento es significativo en los tumores
endometrioides, mientras que los tumores tipo Il 0 no endometrioides presentan una

incidencia similar a lo largo de los dltimos anos (3).

Aun asi, a pesar de la elevada incidencia de este tipo de cancer, éste hecho no se traduce
en una elevada mortalidad. En Catalunya el cancer de endometrio no esta incluido entre los
diez tipos de canceres mas letales en mujeres (2). Las tasas de muerte por céncer de
cuerpo de Utero han sido estables desde 1992, tras una disminucion de un 1.5% por ano
desde 1975 hasta 1992. Por estos motivos, el cdncer de endometrio se ha considerado un
cancer de buen prondéstico, ya que usualmente se diagnostica en estadios iniciales por la

presentacién de sintomas precoces (Figura 1) (4).

El cancer de endometrio afecta principalmente a mujeres peri y postmenopausicas, de entre
50 y 60 afos de edad (5). Menos del 10% de los casos se diagnostican en mujeres en edad
reproductiva, y en estos casos tan tempranos debe considerarse un componente hereditario
(1, 6).

La extension de la enfermedad en el momento del diagnéstico es el factor prondstico mas
potente en el cancer de endometrio, con una reduccién de la supervivencia significativa a

mayor extension: en pacientes con enfermedad local la supervivencia a 5 afios es de un
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1. INTRODUCCION

96%, de un 67% con enfermedad regional y de un 17% en presencia de metastasis a

distancia (7).

CASOS NUEVOS ESTIMADOS MUERTES ESTIMADAS
Mundlial Paises Desarrollados Mundlial Paises Desarrollados
Breast 6'55'0'0 Breast Breast
1,383,500 Coldl &T 5 458,400 189,500
Colon & rectum 2 %12? ?(t}:?] gym Lung & bronchus Lung & bronchus
57{?,100 : &b h 427,400 188,400
Cervix Uteri .“nngﬂ ;ggr = Colon & rectum Colon & rectum
529,800 T - - 288,100 153,900
Lung & bronchus 01"?2”2559“ Cervix Uteri Pancreas
513,600 & = 275,100 79,100
Stomach Stomach Stomach Stomach
349,000 102,000 273,600 70,800
287,100 i 217600 64,500
Liver Non-Hodgkin lymphoma O\;'lry i
225,900 ety 140,200 39,900
Ovary Melanoma of the skin Esophagus Leukemia
225,500 pm_aoo 130,700 38,700
Thyroid ;{;‘;;,&:"['}5 Pancreas Non-Hodgkin lymphoma
163,000 ot i 127,900 33,500
Non-Hodgkin lymphoma EIVDCLIET] Lenkami C i
156,300 0 _?5,5{00 ! 113800 5200
All sites but skin s _5'(“"-“ UL skin All sit’srbul ski All sites but skin
6,038,400 Gk 3.345.800 1,223,200

Figura 1. Casos nuevos de cancer estimados y muertes estimadas en paises
desarrollados y a nivel mundial. Adaptado de (4). A pesar de tratarse de un
tumor muy frecuente, supone la décima causa de muerte en los paises
desarrollados.

2. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE
ENDOMETRIO

Se han descrito diferentes factores de riesgo asociados al cancer de endometrio.

2.1. Antecedentes familiares.

La historia familiar de cancer de endometrio parece estar asociada a mayor riesgo en
mujeres jovenes de edad inferior a 50 afios (8, 9). El componente hereditario representa
aproximadamente el 5-10% de los casos de cancer de endometrio. El Sindrome de Lynch es
la forma de cancer de endometrio hereditaria mas frecuente.

12



1. INTRODUCCION

Sindrome de Lynch o Cancer Colorectal Hereditario no Poliposico (CCHNP)

El Sindrome de Lynch o Cancer colorectal hereditario no polipésico (CCHNP), es la forma de
cancer de colon hereditaria mas frecuente (2-5% de todos los canceres de colon) (10). En
este sindrome, la predisposicion a padecer cancer se hereda de forma autosémica
dominante y se deriva de la mutacién en uno de los cuatro genes reparadores del ADN
(MMR, mismatch repair genes) MLH1, MLH2, MSH6 o PMS2 (11). La principal funcién de
estos genes es reparar los errores generados durante la replicacion del ADN para mantener
la estabilidad gendémica. El mal funcionamiento de los genes reparadores del ADN resulta en
una Inestabilidad de Microsatélites (IMS). En los pacientes afectos de Sindrome de Lynch,
una mutacion esta presente en cada copia del gen heredado por via germinal, de tal forma
que esta presente en todas las células. Solo se precisa otra mutacion somatica para que se
desarrolle el cancer. El 95% de las mutaciones descritas hasta ahora en el Sindrome de
Lynch afectan a los genes MLH1, MLH2 o MSH6. La IMS también se encuentra presente en
el 15-25% de los canceres esporadicos, aunque en los tumores asociados al sindrome se
observa en el 60-100% de los casos.

Los tumores mas prominentes de este sindrome son el cancer de colon y el de endometrio,
aunque se ha descrito una mayor prevalencia de otros canceres como el de estbmago, vias
urinarias, rindn, ovario, tracto biliar, intestino delgado y cerebro. El cdncer de endometrio en
estas pacientes se produce en una edad mas temprana que en la poblacion general (edad
media de diagnéstico de 49 afos vs. 60 afios en los casos esporadicos). Algunos estudios
han demostrado que las pacientes con mutacién en MSH6 presentan un mayor riesgo de
cancer de endometrio (64-71%) que aquellas familias con mutaciones en MSH2 o MLH1 (40-
50%) (12). La mayoria son de tipo endometrioide, y no se han visto diferencias en la
evolucion de la enfermedad con respecto a los casos esporadicos. Un individuo portador de
mutacidén en uno de estos genes reparadores tiene un riesgo acumulado a lo largo de la vida
de desarrollar un cancer colorrectal del 80% aproximadamente, de un 60% para cancer de
endometrio, entre el 10-15% para los tumores de ovario 0 estbmago y un riesgo superior a la
poblacién general para tumores de vias urinarias, intestino delgado, via biliar y pancreas, y

tumores sebaceos de la piel.

La historia familiar oncologica juega un papel muy importante en el reconocimiento del
Sindrome de Lynch. En 1991, se publicaron los criterios de Amsterdam tipo I, cuyo objetivo
era conseguir unos criterios altamente especificos para la seleccion de familias que
requieren estudio por elevada sospecha de padecer el sindrome. En 1998 se propusieron
unos nuevos criterios, denominados Amsterdam tipo II, en los que se introducen algunas

modificaciones para incrementar la especificidad. Paralelamente, con el descubrimiento de

13



I. INTRODUCCION

la inestabilidad de microsatélites (IMS) (13) y su alta frecuencia en el cancer colorrectal
asociado al Sindrome de Lynch, se propusieron en 1997 los llamados criterios de

Bethesda para la identificacién de tumores candidatos a realizar el analisis de IMS (Tabla

1).

A: CRITERIOS DE AMSTERDAM U/l
Criterios clinicos de sospecha diagnoéstica del cancer colorrectal hereditario no
polipdsico (CCHNP) - Sd. Lynch (tienen que cumplirse todos los criterios)

1. Minimo tres individuos con cancer colorrectal o tumor asociado al espectro del Sd. Lynch

(endometrio, intestino delgado, uréter o pelvis renal).

2. Uno de los familiares es de primer grado de los otros dos.

3. Minimo dos generaciones consecutivas afectas.

4. Minimo un caso diagnosticado antes de los 50 afios.

5. Exclusién del diagndstico de poliposis adenomatosa familiar.

6. Confirmacién de los diagnésticos con informes anatomopatoldgicos.

B: CRITERIOS DE BETHESDA REVISADOS
Criterios para realizar el estudio de inestabilidad de microsatélites (IMS) en el cancer
colorrectal (tiene que cumplirse alguno de los criterios).

1. Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50anos.

2. Presencia de cancer colorrectal sincronico o metacrénico, o de cancer colorrectal y un

tumor a asociado a CCHNP, independientemente de la edad.

3. Cancer colorrectal con histologia de tumor de IMS alta diagnosticado antes de los 60

anos.

4. Cancer colorrectal y uno o mas familiares de primer grado con un tumor asociado a
CCHNP diagnosticado antes de los 50 afios.

5. Cancer colorrectal y dos o mas familiares de primer o segundo grado con un tumor
asociado a CCHNP independientemente de la edad de diagnéstico.

Tabla 1. Criterios de Amsterdam (Tabla A) y de Bethesda revisados (Tabla B)
para el diagnéstico del Sindrome de Lynch.

14



1. INTRODUCCION

El cancer de endometrio que se genera en el segmento inferior uterino presenta una base
hereditaria, como se ha demostrado recientemente (14). Supone el 3-8% del total de los
canceres de endometrio, y caracteristicamente afecta a mujeres mas jovenes y presenta
infiltracién miometrial profunda de forma mas precoz que el cancer de endometrio generado
fuera del segmento uterino. En un estudio comparativo que incluia a 35 pacientes afectas de
cancer de endometrio en el segmento uterino inferior y a 974 con cancer de endometrio que
no afectaba al segmento uterino inferior, se observé que la media de edad era de 54.2 y
62.9 anos respectivamente, con diferencia estadisticamente significativa. Cinco de las 35
pacientes del grupo con afectacién del segmento inferior uterino cumplian los criterios de
Amsterdam tipo II, y todas ellas presentaban mutacién de MSH2 y MSHS6. Otras cinco no
cumplian los criterios de Amsterdam pero también presentaban pérdida de MSH2 y MSH6.
Basados en estos resultados, el 29% (10 de 35) de las pacientes del grupo de cancer de
endometrio que afecta al segmento uterino inferior se asociaban a Sindrome de Lynch, en
comparacién con el 2.3% de incidencia que se encuentra en la poblaciéon general. Esto
sugiere que este tipo de cancer de endometrio es un fenotipo caracteristico que se relaciona

fuertemente con el Sindrome de Lynch (15).

Diagnéstico genético

Debido a la elevada incidencia de cancer colorrectal, es posible observar una agregacion de
tumores presumiblemente esporadicos en el seno de una determinada familia sin que ello
signifique que se esta ante una situacién de sindrome de Lynch. Dado que no es factible
efectuar el analisis genético a todos los enfermos afectos de cancer colorrectal, se
recomienda hacer un pre-cribado de los individuos tributarios de esta medida sobre la base
de criterios clinicos de sospecha. Entre éstos, los criterios de Amsterdam originales o
revisados son muy especificos pero poco sensibles, habiéndose propuesto utilizar los

criterios de Bethesda, recientemente revisados.

La determinacion en el tumor de la IMS o la tincién por inmunohistoquimica (IHQ) de las
proteinas reparadoras son estrategias efectivas para seleccionar a los individuos candidatos
a un estudio genético. La decisién de realizar una u otra técnica, o ambas, es controvertida
ya que existen datos en la literatura que muestran una sensibilidad equivalente de ambas
técnicas, mientras que otros trabajos sugieren que el analisis de la IMS es el mas sensible
(16).

La frecuencia de mutaciones es superior en los individuos que cumplen los criterios de
Amsterdam (22-86%) frente a los que no los cumplen (8-30%), aunque la frecuencia en este
Gltimo grupo no es despreciable (17). Dadas las limitaciones de la tincién por IHQ y la IMS

15



I. INTRODUCCION

se recomienda utilizar ambas de manera complementaria en la fase de cribado molecular del

Sindrome de Lynch.

Prevencion Secundaria

La prevencién secundaria para el diagnéstico temprano del cancer se recomienda en estas
pacientes, aunque el mejor sistema de seguimiento no se ha determinado. Un estudio
finlandés de 175 portadoras de la mutacién realiza el seguimiento con ecografia transvaginal
y aspirado endometrial. Diagnostican 14 casos de cancer de endometrio, de los cuales 11
asintomaticos. De ellos, 6 se diagnostican mediante el aspirado endometrial, siendo la
ecografia normal. Los autores concluyen que el seguimiento de estas pacientes permite el
diagnostico mas temprano de la enfermedad, y que la distribucion por estadios es mas
favorable en las pacientes controladas que en el resto. También se observa que la
secuencia de desarrollo del tumor, desde la hiperplasia simple, compleja, atipica y
finalmente neoplasia, se respeta en la generacion de estos tumores, y que las alteraciones

moleculares genéticas se pueden observan anos antes del desarrollo del tumor (18).

La OncoGuia del consejo y asesoramiento genéticos en el cancer hereditario (19)

recomienda el siguiente seguimiento:

¢ Neoplasias coldnicas: Se recomienda ofrecer el cribado con colonoscopia a los
individuos de alto riesgo de Sd. Lynch (portadores de mutacién en los genes
reparadores y familiares de primer grado de un afecto de cancer en una familia con
criterios clinicos de Sd. Lynch en la que no ha sido posible identificar la mutacion) a
una edad mas joven que la poblacion general (a partir de los 20-25 afios o 10 afios
antes de los casos mas jovenes de la familia) y con una mayor periodicidad (entre 1-
2 afos).

¢ Neoplasias extra-coldnicas: Las mujeres que pertenecen a familias con Sd. Lynch
y las portadoras de mutacién en uno de los genes reparadores del ADN, tienen un
riesgo acumulado a lo largo de la vida de desarrollar un cancer endometrial de
entorno al 60% y del 8-12% de desarrollar cancer de ovario. Se recomienda iniciar a
partir de los 30-35 afos la ecografia transvaginal anual y la exploracion pelviana,
siendo opcional la determinacion sérica del marcador Ca 125. La histerectomia
profilactica se recomienda a las mujeres que ya han cumplido su deseo genésico,

especialmente si se tienen que someter a cirugia del cancer de colon.

No se ha demostrado la eficacia del cribado de otras neoplasias asociadas a este sindrome.
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2.2. Factores Hormonales

La edad precoz de la menarquia y la edad tardia de la menopausia se han relacionado en
multiples estudios con el riesgo de padecer cancer de endometrio (20-23). Las pacientes
que han presentado la menstruacién durante un tiempo mayor a 39 afos tienen un riesgo

4.2 veces superior a aquellas que tienen menstruaciones durante menos de 25 anos (24).

La infertilidad y la nuliparidad también se asocia a un incremento de riesgo de cancer de
endometrio, y se ha observado una disminucién del mismo a medida que aumenta el
namero de hijos (8, 22, 23).

Pero sin duda el factor que de forma mas constante se asocia a una mayor incidencia de
cancer de endometrio es la exposicion endometrial a estrégenos sin una oposicion por
progesterona adecuada, tanto en pacientes expuestas a estrégenos enddégenos (sindrome
de ovarios poliquisticos (25) u otras situaciones asociadas a anovulacién crénica) como en
pacientes a las que se administra terapia hormonal sustitutiva (THS) con estré6genos sin
progesterona combinada. En pacientes con THS solo con estrogenos, Voigt (26) estima una
odds ratio (OR) de 5.7 de padecer un cancer de endometrio (IC 95% 2.5-12.8), mientras que
en pacientes con THS combinada la OR es de 1.6 (IC 95% 0.6-3.9). En pacientes con
hiperestrogenismo secundario a anovulacion crénica, el consumo de anticonceptivos
hormonales ejerce una proteccion en el riesgo de desarrollar un cancer de endometrio. El
efecto protector del anticonceptivo combinado sobre el endometrio dura varios afios después
de haber abandonado el tratamiento (27).

El tamoxifeno es un modulador selectivo de los receptores de estrégenos. En la mama
posee efecto antiestrogénico, es decir bloquea la accion de los estrégenos en el desarrollo
de las células tumorales hormonosensibles, resultando un tratamiento efectivo para el
cancer de mama. De forma paraddjica posee un efecto agonista estrogénico sobre el
endometrio y sobre el hueso, estimulando el desarrollo endometrial y la calcificacién del
hueso. De manera secundaria al uso de tamoxifeno, y de forma proporcional al tiempo de
uso del mismo, se observa un incremento de riesgo de desarrollar patologia endometrial,
tanto benigna (podlipos e hiperplasia endometrial) como maligna. Existe controversia en
cuanto a los tipos histolégicos que afectan a las mujeres que desarrollan cancer de
endometrio tras un cancer de mama. Algunas publicaciones indican que el cancer de
endometrio de estas pacientes es generalmente de tipos histolégicos que se asocian a un
peor pronédstico, mientras otras concluyen que presentan las mismas caracteristicas que los

de las mujeres que nunca han usado tamoxifeno (28)
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En una revisién publicada por Jones et al. en 2012 (29) se analizan los datos de los tres
estudios caso-control publicados en pacientes que presentan cancer de endometrio tras el
uso de tamoxifeno, correspondientes a las series de Holanda (30), Reino Unido (31) y
Estados Unidos (32) y que incluyen un total de 1875 pacientes. Se produjeron 1104 muertes
durante el seguimiento, de media 5.8 afios después del diagnéstico de cancer de
endometrio. De ellas, el 32% se atribuyen al cancer de mama y el 25% al cancer de
endometrio. La mortalidad del cancer de endometrio es significativamente superior en las
histologias no endometrioides, en los estadios FIGO superiores y con la edad avanzada. El
uso de tamoxifeno durante mas de 5 afios también se asocié a un incremento de riesgo de
muerte por cancer de endometrio del 59%. Esto parece deberse a un aumento de riesgo de
histologias desfavorables con el uso de tamoxifeno por encima de los 5 afios (33, 34). Las
pacientes con tumores endometrioides que interrumpieron el tratamiento con tamoxifeno al
menos cinco anos antes del diagndstico de cancer de endometrio presentaron mayor riesgo
de muerte por cancer de endometrio que aquellas pacientes de las mismas caracteristicas
que nunca habian estado expuestas a tamoxifeno.

Los autores concluyen que las pacientes con cancer de endometrio después de cancer de
mama que han recibido tamoxifeno durante cinco afos 0 mas presentan un mayor riesgo de

muerte por cancer de endometrio que aquellas pacientes que no lo han recibido nunca (29).

2.3. Factores metabdlicos

La obesidad se asocia a un mayor riesgo de cancer de endometrio, debido a una mayor
conversion periférica de estrégenos en estas pacientes. También se han relacionado otros
factores como la hipertension arterial y la diabetes mellitus, aunque podria ser que sélo
actuaran como factores de riesgo en pacientes obesas (22, 35, 36).

2.4. Factores ambientales

En diferentes estudios se ha observado un efecto protector del consumo tabaquico sobre el
cancer de endometrio, existiendo una relacion proporcional entre el numero de cigarrillos
consumidos y la disminucién de la incidencia de cancer de endometrio, probablemente

debido al efecto antiestrogénico del tabaco (37).
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Se ha demostrado en diferentes estudios el efecto protector del ejercicio fisico frente a
diferentes tumores malignos, entre ellos el caAncer de mama, colon y endometrio (38) (Tabla
2).

FACTORES DE RIESGO RR
Exposicion a estrégenos exdgenos 10-20
Hiperinsulinemia 10
Riesgo familiar o genético 10
Tamoxifeno 2-8
Obesidad 2.5
Edad avanzada 2-3
Diabetes mellitus 1.3-3
Hipertension arterial 1.3-3
Menopausia tardia-Sindrome de ovarios poliquisticos 2-3
Nuliparidad 3
Historia de esterilidad 2-3
Menarquia temprana 1.5-2

Tabla 2: Factores de riesgo y riesgo relativo (RR) de cancer de endometrio.

3. HISTOLOGIA DEL UTERO

La pared del Utero esta compuesta por tres capas: el perimetrio, el miometrio y el

endometrio.

El perimetrio o tunica serosa es la capa serosa mas externa que corresponde al peritoneo

visceral. Su parte mas lateral constituye el ligamento ancho.
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El miometrio o tunica muscularis esta compuesta por tres capas de mdusculo liso

escasamente diferenciadas:
e Lacapainterna o stratum submucosum, principalmente longitudinal.

e La capa media o sfratum vasculare, es la mas gruesa de las tres, circular y de

contenido vascular, lo que le confiere una textura esponjosa.

e La capa mas externa o stratum supravasculare, es la capa mas fina. Su tejido
muscular se reparte en paquetes separados por tejido conectivo.

El endometrio o tunica mucosa es la capa mas interna del Utero. Esta compuesto por tejido
conectivo en el que predominan las glandulas y las células estromales, coexistiendo con
otros tipos histol6égicos menores, como linfocitos y leucocitos. Las células estromales son
pequefnos elementos angulares que contienen un nucleo grande ovoide, que durante la
gestaciéon aumentan dando lugar a las células deciduales. Las glandulas endometriales
estan formadas por células epiteliales endometriales secretoras de glucégeno (Figura 2).

Figura 2: Imagen histol6gica de Utero humano en fase proliferativa tenido con
hematoxilina-eosina.

1. Tunica mucosa (endometrio), 2. Tunica muscular (miometrio), 3. Tunica
serosa (perimetrio), 4.Capa funcional del endometrio, 5. Capa basal del
endometrio, 6. Vasos sanguineos, 7. Glandulas endometriales, 8. Estroma
endometrial, 9. Epitelio del endometrio.
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Durante el ciclo menstrual el endometrio se diferencia en dos capas: la capa basal, mas
profunda y altamente vascularizada y que sirve para regenerar la capa funcional superficial
después de cada menstruacion (6, 39), y la capa funcional superficial compuesta por epitelio
columnar que contiene glandulas secretoras. Esta capa responde a estimulos hormonales

durante la edad reproductiva y se atrofia durante la edad menopausica (40).

El endometrio se diferencia en:

e Endometrio Proliferativo. endometrio durante la fase proliferativa, previa a la
ovulacién. Se caracteriza por su gran capacidad para crecer y aumentar su grosor en
respuesta a estimulos hormonales. Se compone por glandulas endometriales

rectilineas delimitadas por células pseudoestratificadas y estroma denso.

e Endometrio Secretor. endometrio durante la fase secretora, después de la ovulacion.
Se caracteriza por un incremento de la secrecion luminal de las glandulas
endometriales y la transformacion predecidual de las células estromales, que
incrementan su citoplasma y adquieren una morfologia cubica. EI estroma se
transforma en adenomatoso, y aparecen arterias espirales. Este endometrio
favorece la implantacion del blastocisto en caso de que la fecundacion del évulo se

produzca.

e Endometrio Menstrual. endometrio durante la fase menstrual. Se produce infiltracion
leucocitaria del tejido endometrial con hemorragia y necrosis. Posteriormente,
gracias al estimulo hormonal, se produce la regeneracién del endometrio desde la

capa basal.

e Endometrio Gestacional: el endometrio incrementa sus secreciones y se hipertrofia a
nivel glandular y estromal. Las glandulas son ricas en glucégeno y las células
estromales se decidualizan, convirtiéndose en células de mayor tamano, poligonales

y con un citoplasma de mayor tamario.

e Endometrio Atrofico: esta transformacion se debe principalmente a la ausencia de
estimulo por progesterona debido al cese de la ovulacién. El estimulo estrogénico
puede persistir ya que los andrégenos que se producen en la corteza ovérica y la
glandula adrenal se transforma en estrogeno. También persiste la produccion de
estrogenos en la grasa periférica. Estos niveles de estrégenos circulantes estimulan
el endometrio ya que se unen al receptor nuclear de las células endometriales (40,
41). Durante la menopausia se pueden observar diferentes combinaciones de
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cambios en el endometrio: un endometrio atréfico mas grueso, que presenta signos
de hiperplasia, presente en las primeros afios de la menopausia, atrofia simple con
presencia predominante de pequefnas glandulas atréficas en afos posteriores, y
atrofia quistica, con abundancia de glandulas atréficas quisticas en el grupo de
mayor edad (6).

4. CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE
ENDOMETRIO

En esta seccion se describen los diferentes tipos histoldgicos de cancer de endometrio de
acuerdo con la Clasificacién de Tumores de la Organizacion Mundial de la Salud (42) (Tabla
3).

Adenocarcinoma endometrioide
Variante especial:
o Variante con diferenciacién escamosa
o Variante villoglandular
o Variante secretora
Carcinoma endometrial
o Variante de células ciliadas
Adenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma seroso
Adenocarcinoma de células claras
Adenocarcinoma mixto

Carcinoma de células escamosas

Carcinoma de células transicionales

Carcinoma de células pequenas

Carcinoma indiferenciado

Otros

Tabla 3: Tipos histolégicos del carcinoma epitelial de endometrio
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1. ADENOCARCINOMA ENDOMETRIOIDE

Adenocarcinoma de endometrio primario que contiene glandulas que recuerdan a las
glandulas del endometrio normal. Es el subtipo mas frecuente, representa alrededor del 80%
de todos los carcinomas de endometrio (Figura 3). Posee un amplio espectro de
diferenciacion histologica, variando desde un carcinoma bien diferenciado dificil de distinguir
de la hiperplasia compleja con atipias hasta un tumor minimamente diferenciado similar a un
carcinoma indiferenciado o a algln tipo de sarcoma. Este espectro amplio de diferenciacion
se valora con el grado nuclear y arquitectural, que nos define la agresividad histolégica del
tumor (Tabla 4).

Figura 3. Adenocarcinoma endometrioide. Una caracteristica de este tipo
histoldgico es la presencia de estructuras glandulares o villoglandulares que se
rodean por células columnares simples o pseudoestratificadas. Estas células
tienen sus ejes mas largos alineados de forma perpendicular a la membrana
basal con nucleos elongados que se polarizan en la misma direccion.

Las proliferaciones endometriales pueden presentar una variedad de tipos epiteliales
diferenciados, como células escamosas, mucinosas, ciliadas o eosindfilas, y variaciones
arquitecturales, incluyendo formaciones papilares. Cuando estas variedades predominan
en un adenocarcinoma endomerioide, éste se denomina "variante especial'. Son las

siguientes:

e Variante con diferenciacion escamosa: presenta al menos un 10% de epitelio

escamoso en el tumor. Se clasifican como:

- Adenoacantoma (adenocarcinoma + metaplasia escamosa, componente epitelial

benigno): supervivencia a 5 afos de 70-87%.
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- Carcinoma adenoescamoso (adenocarcinoma + carcinoma de células escamosas,
componente epitelial maligno): su prondstico difiere completamente del anterior,

supervivencia a 5 afios del 19-40%.

e Variante villoglandular: presenta una arquitectura papilar prominente, con papilas
compuestas por un centro fibrovascular cubierto por células columnares con atipia leve o

moderada. Se comportan como tumores de bajo grado, y su prondstico es favorable.

e Variante de células ciliadas: forma rara de diferenciacion del carcinoma endometrioide

de bajo grado.

e Variante secretora

GRADO HISTOLOGICO ARQUITECTURAL

Grado 1 Bien diferenciado Tumor sélido < 5%
Grado 2 Moderadamente diferenciado Tumor soélido 6-50%
Grado 3 Poco diferenciado Tumor sélido > 50%

GRADO HISTOLOGICO NUCLEAR

Grado 1 Nucleos ovales y cromatina dispersa
Grado 2 Caracteristicas nucleares intermedias
Grado 3 Nucleos pleomorficos, cromatina iregular, nucleolo eosinofilico prominente

*Una notable atipia nuclear (pleomorfismo y nucleolos prominentes) inapropiada para el
grado arquitectural aumenta el grado histolégico de 1 a 2.

*Los adenocarcinomas con diferenciacion escamosa es el grado nuclear del componente
glandular lo que define el grado histolégico.

Tabla 4. Grados Histolégicos de Diferenciaciéon del cancer de endometrio
endometrioide (43).
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2. ADENOCARCINOMA MUCINOSO

Adenocarcinoma primario de endometrio en el que la mayoria de células contienen mucina
intra-citoplasmatica (Figura 4).

Figura 4. Adenocarcinoma Mucinoso en el que se observa la secrecién mucinosa caracteristica en el

citoplasma de las células.

Este subtipo supone el 9% de todos los casos de carcinoma de endometrio en estadio |,
aunque en la mayoria de las series representa un tipo histoldgico relativamente raro (44).
Tanto el adenocarcinoma endometrioide como el de célula clara pueden presentar mucina
intraluminal, aunque sélo el tipo mucinoso contiene mucina dentro del citoplasma. El

pronéstico es similar a otros adenocarcinomas de endometrio de bajo grado.

3. ADENOCARCINOMA SEROSO

Adenocarcinoma primario de endometrio caracterizado por un complejo patron de papilas y
que frecuentemente contienen cuerpos de Psammoma (colecciones redondas de calcio

microscopicas) (45).

Se caracteriza por una arquitectura papilar que incluye papilas con un centro fibrovascular,
con procesos papilares secundarios y terciarios y recambio celular intenso. Los nicleos y las
células son predominantemente redondeados en lugar de columnares, y pierden la
orientacion perpendicular a la membrana basal. Los nucleos son tipicamente poco
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diferenciados, situados apicalmente y con nucléolos eosinofilicos. Las mitosis son
generalmente atipicas y bizarras, y comunmente presenta células multinucleadas, asi como
nidos celulares y focos de necrosis. Los cuerpos de Psammoma se presentan en un 30% de

los casos y pueden ser numerosos (Figura 5).

Figura 5. Papilas recubiertas de células cuboideas y cilindricas con nucleos
pleomorficos en un adenocarcinoma seroso.

El adenocarcinoma seroso se considera de alto grado por definicion, y no debe gradarse
(46). Tiene tendencia a desarrollar una infiltracibn miometrial profunda y una invasion
linfatica extensa, de forma que las pacientes cominmente se diagnostican en estadios
avanzados. AlUn en estadios iniciales es un tumor de gran agresividad, con recurrencias

frecuentes y mal prondstico (47, 48).

4. ADENOCARCINOMA DE CELULA CLARA

Adenocarcinoma compuesto principalmente por células claras alineadas en patrones

sélidos, papilares o tubulo-quisticos 0 en una combinacién de todos ellos.

Del mismo modo que el adenocarcinoma seroso, este tipo histolégico afecta
predominantemente a mujeres de edad avanzada, y se diagnostica en general en estadios
avanzados. Histol6gicamente, las células claras cargadas de glucégeno que se proyectan
individualmente en la luz y en los espacios papilares, caracterizan este tipo tumoral (Figura
6). A diferencia del carcinoma endometrioide secretor de glucégeno, el tipo de célula clara

contiene grandes nucleos pleomérficos, frecuentemente bizarros y multinucleados.
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Figura 6. Areas sélidas de células poligonales atipicas, niicleos pleomérficos y
citoplasma claro con limites bien definidos caracteristicos del adenocarcinoma
de célula clara.

El patron arquitectural de crecimiento puede ser tubular, papilar, tibulo-quistico o sélido, o

frecuentemente una mezcla de ellos.

Ocasionalmente las células tumorales tienen citoplasma granular eosinofilico en lugar del
caracteristicos citoplasma claro (49). Este tipo celular puede suponer la totalidad del tumor,
lo que puede ocasiona dificultades diagndsticas. Este tipo tumoral no se grada y posee peor
pronostico que el carcinoma endometrioide, aunque en el mismo estadio que el carcinoma

seroso, este Ultimo es mas letal (50).

5. ADENOCARCINOMA MIXTO

Tumor compuesto por una mezcla de carcinomas de tipo endometrioide y no endometrioide,
en el cual el tipo histolégico menor debe representar al menos un 10% del volumen total del
tumor (Figura 7).

En este tipo tumoral el porcentaje del componente menor debe informarse, ya que se acepta
en general que un 25% o mas de un tipo histolégico no endometrioide implica un peor
pronostico, aunque unos porcentajes inferiores a éste tienen unas implicaciones
desconocidas (51).
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Figura 7. Carcinoma mixto consistente en carcinoma endometrioide (izquierda)
y seroso (derecha). Imagen tomada tras inmunotincion para p53: sélo el
componente seroso presenta una fuerte sobre-expresion nuclear de p53,
mientras el componente endometrioide es negativo.

6. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Carcinoma primario del endometrio compuesto por células escamosas en diferentes grados

de diferenciacién (Figura 8).

Figura 8. Cordones y nidos de células escamosas atipicas envolviendo la pared
miometrial, caracteristicas del carcinoma escamoso.
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Es un tipo tumoral poco frecuente (52). Su aspecto histologico es similar al del carcinoma
escamoso de cérvix y del mismo modo también presenta una variedad verrucosa (53). El
pronostico del carcinoma de células escamosas es en general pobre, aunque la variedad

verrucosa puede presentar un pronéstico méas favorable.

7. CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONALES

Carcinoma compuesto en un 90% o mas por células que recuerdan células transicionales
uroteliales (Figura 9). Una proporcion menor de células transicionales supondria un

adenocarcinoma mixto con diferenciacién de células transicionales.

Este tipo histoldgico es extremadamente infrecuente (54, 55). El componente de células
transicionales es frecuentemente de grado 2 o 3 y presenta configuracion papilar. Esta
siempre mezclado con otros tipos de carcinoma, generalmente endometrioide. El

componente de células transicionales frecuentemente invade el miometrio en profundidad.

Figura 9. Disposicion transicional de células neoplasicas en un carcinoma de
células transicionales de endometrio, recordando las neoplasias de la vejiga
urinaria.

8. CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS

Es un tipo histolégico raro (<1%). La apariencia histolégica es similar a la de otros
carciomas de célula pequena de otros 6rganos. (Figura 10).

Son tumores positivos para citoqueratina y para la mayoria de marcadores neuroendocrinos,
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en la mitad de casos son positivos también para vimentina. El prondstico si se diagnostican
en estadio incial es mejor que en otras localizaciones (supervivencia del 60% en 5 anos)
(56).

Figura 10. Distribucion en sabana de las células de un tumor de células
pequenas de endometrio.

9. CARCINOMA INDIFERENCIADO

Carcinoma que presenta ausencia de diferenciacion.

5. PERFILES MOLECULARES DEL CANCER DE
ENDOMETRIO

5.1 Introduccion

Existen dos clases de genes, que en conjunto representan una proporcidon muy pequena del
conjunto del genoma, que juegan un papel fundamental en el inicio de la progresion tumoral.
En condiciones normales, estos genes participan en la regulacion del ciclo vital de la célula:
el conjunto de sucesos que definen cuédndo una célula debe crecer y proliferar. Los genes
reguladores pueden realizar dos tipos de funciones:
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e activar los procesos dirigidos hacia el crecimiento y la proliferacién: estos genes se
denominan proto-oncogenes; contribuyen a la progresién tumoral cuando sufren
mutaciones que los activan de forma permanente o constitutiva, es decir, cuando se
produce una ganancia de funcion; este tipo de mutacion tiene un efecto dominante:
basta que uno de los dos alelos de la célula esté mutado para que aparezca la
actividad.

e inhibir dichos procesos: son los denominados genes supresores de tumores; en
este caso, intervienen en el proceso tumoral si sufren mutaciones que los inactivan,
es decir, si se produce una pérdida de funcion; este tipo de mutacién tiene un

efecto recesivo: para eliminar la actividad, tienen que estar mutados los dos alelos.

Para que un cancer pueda progresar y desarrollarse, deben producirse al menos media
docena de mutaciones que afecten a varios genes reguladores. Sin embargo, otros tipos de
genes también pueden participar en la malignidad, facilitando la capacidad invasiva del
tumor (por ejemplo, mutaciones en las proteinas del citoesqueleto que favorecen la motilidad
celular). Todas estas alteraciones moleculares proporcionan a las células unas capacidades
funcionales que las convierten en células tumorales (57) (Figura 11).

“
AUTOSUFICIENCIA INSENSIBILIDAD

EN SENALES DE A SENALES ANTI-
CRECIMIENTO CRECIMIENTO
EVASION DE LA INVASION
APOPTOSIS TISULARY
METASTASIS

ANGIOGENESIS POTENCIAL
MANTENIDA REPLICATIVO
¢ IUMITADO

Figura 11. Capacidades adquiridas del cancer (modificado de (57)).
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5.2 Clasificacion Molecular del Cancer de Endometrio

En 1983, Bokhman (58) clasificéd los tumores de endometrio en dos grupos en funcién de
variables clinicas e histopatologicas: cancer de endometrio endometrioide o tumores tipo I, y

cancer de endometrio no endometrioide o tumores tipo Il (Tabla 5).

TIPO | TIPOII
Edad Pre-perimenopausia Postmenopausia
Grado Bajo Alto
Hiperplasia precursora Presente Ausente
Infiltracion miometrial Minima Profunda

Subtipos histolégicos

Endometrioide, Mucinoso

Seroso, Célula Clara

Prevalencia 70-80% 10-20%
Obesidad
Anovulacion
Factores de riesgo Nuliparidad Endometrio atréfico

Exposicion a estrégenos

sin oposicién

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y patoloégicas del cancer de endometrio.

El cancer de endometrio tipo I, que comprende principalmente los adenocarcinomas
endometrioides, representa el 70-80% de los canceres endometriales. Aparecen en mujeres
peri y post-menopausicas relativamente jévenes, y generalmente expresan receptores de
estrégeno (RE) y de progesterona (RP). Poseen una fuerte correlacion con la exposicion a
estrégenos enddgenos o exdgenos sin oposicion, y por lo tanto se relacionan con factores
de riesgo tales como la obesidad, anovulacién, nuliparidad, e ingesta de estrégenos
ex6genos no compensada con progesterona. Suelen diagnosticarse en estadios iniciales, y
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clinicamente suponen un grupo de pronédstico favorable. Su precursor histolégico es la
hiperplasia endometrial atipica.

El cancer de endometrio tipo Il comprende los canceres no endometrioides tipo seroso o
célula clara. Aparece en mujeres de mayor edad, generalmente sobre una base de
endometrio atréfico, y no tienen relacion con estimulo hormonal, presentan diseminacién
temprana y un peor pronéstico. Representan el 10-20% de la casuistica. Su precursor
histolégico es el carcinoma endometrial intraepitelial (EIC) (59).

Alrededor de 10 arios después de la descripcion clinica-patologica del cancer de endometrio
de Bokhman se describieron alteraciones moleculares que explicaban el modelo dualistico
también a nivel molecular. Los dos tipos histoldgicos diferentes se asocian con alteraciones
genéticas de diferentes grupos de genes. Las células endometriales normales se
transformarian en cancer de endometrio endometrioide (tipo 1) a través de 5 cambios
moleculares distintos: mutaciones en PTEN, PIK3CA, K-ras, p-catenina e inestabilidad de
microsatélites (IMS), mientras que el cancer de endometrio no endometrioide o tipo Il se
relaciona con alteraciones de p53 e inestabilidad cromosémica.

No obstante, en algunos casos existe una superposicion de caracteristicas clinicas,
morfolégicas, inmunohistoquimicas y moleculares de ambos tipos de carcinomas. Matias-
Guiu (60) describe el desarrollo del cancer de endometrio no endometrioide a través de
estas diferentes vias: de novo, mediante mutaciones de p53, pérdida de heterozigosidad en
multiples loci, y algunas otras alteraciones génicas aun desconocidas, o mediante des-
diferenciacion de un cancer de endometrio endometrioide pre-existente, lo que explicaria

que puedan existir caracteristicas superpuestas en ambos tipos (Tabla 6).
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CE CE
Gen Funcion Alteracion Ref.
Tipo | Tipo Il
Mutacion,
Supresor de .
PTEN deleccién o 80% 11% (61)
tumor
metilacion
IMS — Reparacion (62-
Metilacion 33% 11%
MLH1 del ADN 64)
KRAS Oncogen Mutacién 13-26% 0-10% (64)
B-Catenina Oncogen Mutacién 25-38% 0-3% (65)
Amplificacién
Her2/neu Oncogen . 0-20% 18-80 (66)
Expresion
PIK3CA Oncogen Mutacién 26-36 26-36 (66)
Mutacion,
Supresor de .
P16 deleccion o 20-34% 10% (67)
tumor
metilacion
Supresor de . (68-
p53 Mutacion 5-10% 80-90%
tumor 70)
E- Supresor de Mutacién,
. o 22-43 57-75 (66)
Cadherina tumor metilaciéon
Supresor de B
P27 Mutacion 68-81% 76% (67)
tumor
Supresor de y
Bcl-2 Mutacion 65% 67% (71)
tumor
Bax Oncogen Mutacion 48% 43% (71)
Receptores
Factor de .
RE y RP L Expresion 70-73% 19-24% (71)
transcripcion

Tabla 6. Funcién génica alterada en el cancer de endometrio esporadico
endometrioide (tipo 1) y no endometrioide (tipo IlI). Adaptado de Engelsen et al
(66). IMS Inestabilidad de microsatélites, RE Receptor de estrégenos, RP

receptor de progesterona, CE cancer de endometrio.
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5.3 Patologia Molecular del Cancer de Endometrio Endometrioide
(CEE) o Tipo |

1. Silenciamiento de PTEN

Es el gen mas frecuentemente alterado en el CEE. Se altera en el 83% de los canceres y en
el 55% de las lesiones precancerosas (72) . PTEN codifica una proteina con funcién tirosin-
kinasa y se comporta como un gen supresor de tumor, es decir, cuando disminuye su
actividad se produce un incremento en la proliferacion y supervivencia celular.

La inactivacién de PTEN se produce mediante mdultiples mecanismos, tales como la
mutacién somatica (80% de los CEE, (72)), la deleccion y pérdida de heterozigosidad (40%
de los CEE, (73)) y la hipermetilacién del promotor (20% de los tumores, la mayoria de los
cuales son de alto grado, (74)).

La proteina PTEN tiene al menos dos funciones bioquimicas: fosfatasa lipidica y actividad
protein-fosfatasa. En su actividad como fosfatasa lipidica tiene implicaciones mayores en la
via de transduccién de senales de de PI3Kinasa (PI3K), controlando la divisién celular y
habilitando la apoptosis. La actividad protein-fosfatasa estd implicada en la inhibicién de la
formacion de adhesiones focales, la migracion celular, asi como la inhibicién del factor de
crecimiento estimulado por MAPK. Asi pues, la combinacion de la pérdida de actividad
lipidica y protein-fosfatasa que significa la inactivacion de PTEN puede resultar en un
crecimiento celular aberrante que escapa a la apoptosis, asi como una migracién celular

anormal.

La pérdida de PTEN es probablemente un fenédmeno muy temprano en la tumorogénesis del
cancer de endometrio, dado que se documenta su alteracibn en las hiperplasias
endometriales con y sin atipias, y probablemente se inicia en respuesta a conocidos factores
de riesgo hormonales, y su inactivacion es secundaria a la mutacion en los dos alelos,
resultando en una completa inactivacion (75). Algunos datos sugieren que PTEN se asocia
con una edad mas joven, estadio mas temprano, grado histolégico bajo y prondstico
favorable (78% supervivencia a 5 afios en pacientes sin mutacién frente al 93-95% de

supervivencia en paciente con inactivacién de PTEN (76, 77).

2. PIK3CA

Pertenece a la via de sefalizacién PIBK/AKT, que se encuentra frecuentemente alterada en
el CEE. Esté relacionada con la supresién de la apoptosis y el aumento de la proliferacién
celular. La activacion de PIK3CA se halla en el 26-36% de los CEE y puede coexistir con
mutaciones en PTEN y KRAS.
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3. KRAS

Las mutaciones en KRAS se identifican en el 10-30% de los CEE, mientras que algunos
investigadores han documentado la ausencia total de esta mutacién en los canceres de
endometrio no endometrioide. Se encuentra mas frecuentemente presente en tumores con
inestabilidad de microsatélites (IMS), sugiriendo que ambos fendmenos se producen de
forma conjunta. Las mutaciones en KRAS se detectan en la hiperplasia endometrial en un
porcentaje similar al CEE, lo que sugiere que es un fenémeno temprano en la generacién del

cancer. No tiene relacidon con la agresividad del tumor ni con su pronéstico (60).

4. B-catenina

Es un componente de la unidad E-cadherina-catenina, esencial para la diferenciacion celular
y el mantenimiento de la arquitectura tisular normal, y juega un papel fundamental en la
transduccion de sefiales. La mutacién produce una proteina resistente a la degradacion que
se acumula en el nicleo celular. Esta alteracion es mas frecuente en los tumores
endometrioides (31-47%) frente a los no endometrioides (0-3%) (78).

B-catenina regularia la expresiéon de MMP-7, que tendria un papel fundamental en el
establecimiento de un microambiente necesario para el inicio y mantenimiento del
crecimiento del tumor primario y de las metastasis.

Mientras las mutaciones en PTEN, K-ras y la inestabilidad de microsatélites suelen coexistir,
la mutacién en B-catenina se detecta generalmente se forma aislada (79).

5. Inestabilidad de microsatélites (IMS)

La inestabilidad de microsatélites (IMS), o acumulacién progresiva de alteraciones en los loci
de microsatélites de genes con importancia reguladora, puede promover la carcinogénesis.
Esta presente en 20-40% de los carcinomas endometrioides esporadicos (80), pero se
encuentra raramente en los no endometrioides (62).

Se ha demostrado una relacibn muy cercana entre la IMS y los defectos de los genes
reparadores del ADN (MSH-2, MLH-1, MSH6), que codifican los enzimas responsables de
reparar las deficiencias en las inserciones de nucleétidos que se hayan podido producir
durante la replicacién de ADN (81-83).

Curiosamente, las mutaciones en PTEN se han descrito con mayor frecuencia en los
tumores con IMS (60-86%) que en aquéllos sin IMS (24- 35%). Esto sugiere que PTEN
podria ser una diana de las mutaciones en un contexto de reparacién de DNA deficiente
(74).

En algunos estudios se ha observado que el estadio FIGO es mayor en los carcinomas
endometrioides con IMS, aunque esta relaciéon no esta tan bien establecida como entre IMS
y carcinoma colorrectal de alto grado (84).
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6. Receptores de Estrogeno y Progesterona.

Las mutaciones en los receptores de Estrégeno y Progesterona se encuentran
frecuentemente en los carcinomas de endometrio tipo I. Ambos receptores pertenecen a la
familia de receptores intracelulares y actian como factores de transcripcion. Existen dos
formas de receptores de estrégenos (RE) (o y B) y dos de progesterona (RP) (A y B). Los
receptores de Estrogenos forman homodimeros y heterodimeros, la forma mas cominmente

encontrada es el homodimero ERa (85).

En condiciones normales, los RE inducen la proliferacion y diferenciacion de las células
endometriales, y la progesterona antagoniza este efecto. Las alteraciones que se asocian al
cancer de endometrio promueven una activacién constitutiva de estas vias, que puede
traducir un crecimiento incontrolado del endometrio y un desarrollo y progresion del cancer
de endometrio. El status de los receptores es también relevante para fenotipar y tratar el

cancer de endometrio (86, 87).

7. Modelo de progresion del cancer de endometrio endometrioide (CEE) o Tipo |

La mayoria de las hiperplasias simples de endometrio y una parte de hiperplasias complejas
son policlonales, y consideradas procesos reactivos debidos al hiperestrogenismo, y que
regresan con tratamiento con progesterona. Al contrario, la mayoria de las hiperplasias
atipicas son monoclonales, asi como un pequefio porcentaje de hiperplasias complejas
tipicas.

La mayoria de las alteraciones genéticas identificadas en el CEE parecen ocurrir al principio
del proceso de carcinogénesis. Las mutaciones en PTEN y KRAS son muy incipientes, se
relacionan con la aparicién de la monoclonalidad, y se detectan en la hiperplasia atipica. La
inactivacion de E-Cadherina parece jugar un papel mas adelante, durante la fase progresiéon
del CEE.

La aparicién de mutaciones propias de los carcinomas tipo Il ocurren en un momento mas
tardio del desarrollo para dar lugar a un carcinoma endometrioide de alto grado y de mal
pronostico. Existe una hipotesis segun la cual la mutacién en p53 y la amplificacion de
HER2/neu podrian ser eventos que aparecerian de novo, sin seguir el modelo de progresion
previamente descrito, en el CEE pobremente diferenciado (88-90) (Figura 12).
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FTEN P53
E-CATEMINA E-CADHERINA
_ _ PTEN In. Microsatélites F16
Hiperestrogenismo In. Microsatélites KRAS HER2/neu
KRAS PIK3CA
[ Hiperplasia | ___r. | Hiperplazia | Carcinoma Carcinoma
i = | Endometrioid
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de alto grado
P53
HER2/neu

Figura 12. Modelo de progresion del cancer de endometrio endometrioide.

5.4 Patologia Molecular del Cancer de Endometrio no
Endometrioide (CENE) o Tipo Il

1. p53

Mientras que las mutaciones en p53 estan presentes en el 90% de los CENE, solo de
identifican en el 10% de los CEE, que corresponden a los CEE de alto grado. Este hallazgo
apoya la teoria de que la mutacién en p53 influencia la progresién del CEE a CENE.

La mutacion de p53 se produce mediante un mecanismo aun desconocido, probablemente
por alteraciéon en alguna proteina reguladora de los niveles de p53 ajena a esta misma, y
genera una proteina que se acumula en la célula porque resiste la degradacion y favorece
la propagacién de células aberrantes.

La sobreexpresion de p53 se asocia con grado histologico elevado, estadio clinico avanzado
y pronostico desfavorable (91). p53 se halla mutada en el 80% de los carcinomas
intraepiteliales endometriales (EIC), las lesiones precursoras del CENE.

2. Her2/neu

Pertenece a la familia de los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Es un
oncogén cuya sobreexpresion o amplificacion se encuentra mas frecuentemente en los
CENE (18-80%), aunque en menor porcentaje también se encuentra en los CEE de alto
grado (10-30%).

Se asocia a factores de prondstico adverso, como estadio avanzado, grado histologico alto,
y baja supervivencia (92).
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3. p16

Es un gen supresor de tumor implicado en la regulacion del ciclo celular. La inactivacion de
p16 lleva a un crecimiento celular descontrolado, y se encuentra mas frecuentemente en los
CENE (40-45%) que en los CEE (10%). La pérdida de expresion de p16 se produce por un
mecanismo incierto, y se asocia frecuentemente a mutaciones de KRAS y p53. Se
correlaciona con tumores de alto grado, estadio avanzado y mal prondstico.

4. E-Cadherina

Es un gen supresor de tumor, cuya pérdida esta implicada en invasién tumoral y aparicién
de metastasis. Se encuentra en el 60% de los CENE, y en el 22% de los CEE. En los CEE,
su pérdida de expresion completa o parcial se correlaciona con tumores de comportamiento
agresivo (78).

La inhibicion de E-Cadherina representa uno de los principales eventos moleculares
asociados a la invasién tumoral y a la aparicion de metastasis en el cancer de endometrio.
Junto con otras moléculas implicadas en mantener el contacto célula-célula o célula-
sustrato, participa en la transformacién del fenotipo de la célula, imprimiéndole un caracter
migratorio e invasivo. Se han descrito otras alteraciones relacionadas con este proceso,
como la sobre-expresion de ETV5 (factor de transcripcibn que remodela la matriz
extracelular para favorecer la invasion tumoral, (93, 94)) y de RUNX1 (que favorece la
aparicion de metastasis a pulmon en cancer de endometrio, (95)).

Entre los CENE, los carcinomas de célula clara parecen seguir un patrén de desarrollo
diferente a los carcinomas serosos y endometrioides:

e Las mutaciones de p53 estan presentes solo en el 30-40% de los carcinomas de
célula clara, comparado con el 90% de los carcinomas serosos
e La frecuencia de alteraciones en IMS y PTEN en los carcinomas de célula clara es

superior que en los carcinomas serosos (15% vs 5% en IMS, 30% vs 10% en PTEN)

La mayoria de los carcinomas de célula clara puros no presentan mutaciones en p53 ni
PTEN, los genes mas frecuentemente alterados en los CEE y CENEs respectivamente, lo

que sugiere que estos carcinomas podrian generarse a partir de una via molecular diferente.

5. Modelo de progresion del cancer de endometrio no endometrioide (CENE)o tipo Il
La mutacién en un alelo de p53 es un fenédmeno temprano en el desarrollo del CENE y se
detecta en el 80% de los carcinomas endometriales intraepiteliales (CEl); la pérdida del

segundo alelo normal se acompafna de progresion a carcinoma seroso. La mutaciones en
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p16 y HER2/neu también parecen afectar la progresion de los carcinomas endometriales
intraepiteliales (CEl) a CENE (88-90) (Figura 13).

pa3
E-cadherina
pla
p53 HER2/neu
— : Carcinoma
Endometrio | | Endometrio ~_|  Endometrial | | Carcinoma No
Normal = Atréfico B intraepiteiasl | Endometricide
{CEIl)

Figura 13. Modelo de progresion del carcinoma de endometrio no
endometrioide.

5.5 Utilidad diagndstica de los Perfiles Moleculares

El diagnéstico diferencial histolégico puede ser complejo en casos de tumores
endometrioides muy indiferenciados, por lo que el perfil molecular es importante. Mediante el
estudio inmunohistoquimico podemos orientar el diagnéstico (Tabla 7).

CARCINOMA CARCINOMA
ENDOMETRIOIDE SEROSO
RECEPTORES DE
ESTROGENOS Y + -
PROGESTERONA
PTEN - +
B-CATENINA + -
P53 - +
HER2/NEU - +

Tabla 7. Perfil inmunohistoquimico de utilidad diagnéstica en el cancer de
endometrio
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6. DIAGNOSTICO DEL CANCER DE ENDOMETRIO

El sintoma guia del cancer de endometrio es el sangrado vaginal, que esta presente en el
90% de los casos. En las mujeres postmenopausicas este sangrado se interpreta siempre
como algo anormal, y genera una consulta con el médico especialista en la mayoria de los
casos. Existen condiciones clinicas benignas que generan sangrado vaginal en la mujer
postmenopausica, como el uso de estrogenos exdgenos, la atrofia endometrial o vaginal
producida por la menopausia o la presencia de pdlipos cervicales o endometriales benignos.
Aun asi, el sangrado vaginal postmenopausico se asocia a carcinoma endometrial en un 10-
15% de los casos (96), y a hiperplasia endometrial en un 5% (97).

En el estudio de la metrorragia postmenopausica es fundamental:

e La ecografia transvaginal para la medicién del grosor endometrial, que se
considera patoldgico en las mujeres postmenopdusicas si es superior a 5 mm. Este
valor tiene una sensibilidad del 80% y una especificidad del 60% para el diagnéstico
de cancer de endometrio (98, 99). En las mujeres que presentan un grosor
endometrial superior a 5 mm es preciso realizar un estudio histolégico. En las
mujeres con endometrio inferior a 5 mm pero con sangrado vaginal persistente
también estaria indicado realizar nuevas técnicas diagndsticas para descartar con

seguridad el cancer de endometrio.

e La biopsia del endometrio, que se puede obtener en la consulta mediante el
aspirado endometrial con canula de Cornier o similar, o mediante histeroscopia en
los casos de muestra de aspirado insuficiente o con alta sospecha de carcinoma vy
aspirado normal. La biopsia de endometrio por aspiracion se considera el método de
eleccion para el diagnéstico de mujeres sintomaticas. Presenta una sensibilidad del
90% y una especificidad mayor al 80% en el diagnéstico de cancer de endometrio
(100). En caso de que no se obtenga el diagnéstico definitivo mediante este tipo de
biopsia, se debe realizar una biopsia guiada por histeroscopia, que presentan un
valor predictivo negativo superior al 90% para descartar el cancer de endometrio. La
biopsia del tumor debe informar del tipo histoldgico y del grado de diferenciacion, lo

que nos permitira planificar la cirugia.

Cuando el sangrado vaginal anormal se presenta en mujeres premenopausicas, el
diagnostico generalmente se retrasa mas porque la sospecha de cancer de endometrio es

mas baja, y el estudio histoldgico tiende a diferirse.
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Actualmente se esta iniciando la comercializacion del kit de diagnostico molecular del cancer
de endometrio GynEC®-Dx. Se trata de un kit capaz de detectar la presencia de una
combinacién de 20 genes asociados al cancer de endometrio tipo | y Il, y que combinado
con el estudio histolégico del aspirado endometrial posee un valor predictivo negativo del
99%, una sensibilidad del 92% y una especificidad del 96% (100, 101).

Tras el diagnéstico histolégico de cancer de endometrio se debe determinar la extension
local y regional del tumor, asi como la presencia de metastasis. La ecografia vaginal puede
ser de utilidad para valorar el tamafo del tumor y la posible afectacién miometrial, anexial y
cervical. La determinacién del marcador sérico Ca125 es relevante para el seguimiento de

los tumores avanzados.

Los métodos mas efectivos para la determinacion de la invasion miometrial y de la
afectacion cervical por el tumor son la Resonancia Magnética (RM) preoperatoria y el
estudio en fresco de la pieza quirtrgica. La RM posee un excelente contraste para los tejidos
blandos, lo que la ha convertido en el estandar de la estadificacion pre-quirargica del cancer
de endometrio (102). El estudio de la afectacion ganglionar previa a la cirugia es de gran
importancia para la planificacién de la intervencién. Una revisién sistematica de la evidencia
publicada hasta el afio 2008 concluye que la RM es el método més exacto para determinar
el estado ganglionar pre-quirdrgico, y que su valor en la prediccion de la afectacién
ganglionar es superior a la Tomografia Computerizada (TC) en el cancer de endometrio
(103), aunque la sensibilidad de ambas técnicas para detectar enfermedad ganglionar no es
superior al 60-80%. En ausencia de adenomegalias en la prueba de imagen, se detecta
entorno a un 12% de metastasis ganglionar en las pacientes en estadio |, relacionandose
directamente este porcentaje con los tumores mas indiferenciados y que presentan mayor
profundidad de infiltracion miometrial (104). Posteriormente, en un estudio multicéntrico
danés en que se comparan la ecografia, RM y el PET/TC en la estadificacion pre-quirtrgica
de 318 pacientes con cancer de endometrio, se observo que las tres técnicas de imagen
poseen una capacidad similar en la prediccion de la infiliracion miometrial, aunque el
PET/TC es superior en la prediccion de la invasion cervical por el tumor y de la afectacion
metastasica ganglionar (105). Los autores concluyen que cualquiera de estas pruebas de
imagen puede identificar pacientes que de otro modo serian consideradas como de bajo

riesgo, para que reciban una cirugia de estadificacion més completa.
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7. TRATAMIENTO DEL CANCER DE ENDOMETRIO

7.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL CANCER DE ENDOMETRIO

El tratamiento primario del cancer de endometrio es quirdrgico, lo que permite un correcta
estadificacion de la enfermedad, dado que el estadio FIGO (106) sera el factor mas
determinante del pronéstico de la paciente. Ademas la cirugia de estadificacion es et
tratamiento que consigue la curacién en muchas pacientes.

La cirugia 6ptima del cancer de endometrio se consigue en 92-96% de pacientes. La
extensiéon de la cirugia debe determinarse de acuerdo con la International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) (104). Los examenes preoperatorios y el estudio
intraoperatorio de la pieza quirdrgica van a determinar la extensiéon de la intervencién. Los
tumores de alto riesgo (no endometrioides, grados histolégicos 3, invasién miometrial
>50%, invasion linfovascular o afectacion cervical) precisaran una cirugia de estadificacion
que incluya linfadenectomia pélvica bilateral, para-aértica y omentectomia. En los tipos de
bajo riesgo (tumores endometrioides, grado histoldégico 1-2 e infiltracién miometrial <50%)
el porcentaje de afectaciébn ganglionar es inferior al 3%, por lo que no precisan

linfadenectomia (Tabla 8).

ALTO RIESGO
BAJO RIESGO

PROCEDIMIENTO
QUIRURGICO (endometrioide,
G1-2, IM<50%)

(G3, IM > 50%, ILV,
afectacion de cérvix,
no endometrioide)

Histerectomia total

. X X

extrafascial
Anexectomia Bilateral X X
Linfadenectomia pélvica X
Linfadenectomia para-aortica X
Exploracion de la cavidad v X

abdominal
Omentectomia X

Tabla 8. Protocolo de Estadificacion quirdrgica del cancer de endometrio.
Adaptado de (1).

G Grado Histolégico, IM Infiltracion Miometrial, ILV Invasién Linfo-Vascular.
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El valor terapéutico de la linfadenectomia de estadificacion esta siendo objeto de diferentes
estudios. A pesar de que histéricamente se ha considerado en diferentes estudios
retrospectivos que la linfadenectomia mejoraba la supervivencia de las pacientes que la
recibian (107) (108) (109), dos estudios randomizados recientes no han encontrado
diferencias entre las pacientes que se estadificaron con linfadenectomia y las que no (110)
(111). Estos estudios han sido ampliamente criticados por presentar sesgos metodoldgicos
importantes. Aunque no existe un consenso al respecto, es evidente que las pacientes con
afectacion ganglionar pueden beneficiarse de un tratamiento adyuvante que de no
conocerse el estado ganglionar quizas no recibirian, o pueden evitarse una adyuvancia con
radioterapia que no necesitan ya que sabemos que no tienen afectacion ganglionar. En un
estudio sobre 58.776 mujeres en estadio | y Il de cancer de endometrio endometrioide se
analizé el impacto de la linfadenectomia en su tratamiento adyuvante (es una serie anterior a
la clasificacion de 2009 de la FIGO). Se observé que en mujeres jovenes (<60 afos) con
estadios IA de la FIGO en cualquier grado de diferenciacién, la linfadenectomia no tuvo
impacto en el uso de radioterapia. En cambio, en mujeres con tumores endometrioides IB
(grado 2-3) o IC (grado 1 o 2), el hecho de realizar linfadenectomia permitié que recibieran
braquiterapia en lugar de radioterapia pélvica en mayor proporcién. Los autores concluyen
que la extension de la linfadenectomia permite que las mujeres reciban menor adyuvancia
con radioterapia externa, ajustando mejor su pauta de tratamiento (112).

La SEGO recomienda la linfadenectomia pélvica y para-adrtica solo en estadios avanzados
0 en pacientes en estadios iniciales que presenten una combinacion de factores de mal
pronédstico (1). Las pacientes con cancer de endometrio tipo endometrioide, con infiltracién
miometrial <50%, tamanos tumorales <2 cm y con grados de diferenciacion 1-2 no deberian

recibir linfadenectomia, ya que raramente presentan afectacién ganglionar (0.8%) (113).

La via de abordaje se ha modificado desde que en 1993 Childers describié que se puede
realizar todo el procedimiento de estadificacién por via vaginal asistida por laparoscopica
(114). Multiples estudios publicados posteriormente confirmaron que el abordaje
laparoscépico y laparotémico poseen los mismos resultados de radicalidad en el cancer de
endometrio (115). A pesar de que ambas técnicas poseen los mismos resultados clinicos, las
ventajas del abordaje laparoscépico en lo que se refiere a la disminuciéon de la morbilidad
post-operatoria, menor tiempo de hospitalizaciéon y mas rapida recuperacion de las funciones
de la paciente, convierten el abordaje laparoscépico en el de eleccidon en muchos centros. La
cirugia robdtica proporciona ventajas en las pacientes con obesidad morbida, obteniendo
resultados similares a las otras vias de abordaje (116) (117) (118). Su seguridad y

resultados de supervivencia empiezan a ser contrastados.
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ESTADIFICACION

La estadificacion quirtrgica del cancer de endometrio de 1989 se actualizé en 2009 con el
objetivo de mejorar los problemas observados en cuestiones de reproducibilidad, valor
predictivo y precisién de la anterior clasificaciéon (119). En la Tabla 9 se muestra la
estadificacion quirtrgica de la FIGO del cancer de endometrio (106, 119), basada en la

confirmacion patolégica de la extension de la enfermedad.

Cancer endometrial confinado al utero P gy
WY W
o . \ T/ VI { )5 K
ESTADIO| IA: Invasién miometrial < 50% (V9] NP (k)
IB: Invasion miometrial >0 igual al 50% 1A B
-
Céancer endometrial que afecta el estroma \\'N{'_ff /
ESTADIO II . \ ¥ I
cervical \( wl,;
Céncer de endometrio fuera del Utero
confinado a la pelvis o retroperitoneo :(' c_,;?;—r
\ W /
\ Y/ 1A
., . NP
llIA: afectacion de la serosa uterina o de los 3
anejos Sy
| A\
ESTADIO Il 5 _ , Vi .
llIB: afectacién de vagina, parametrio o oAy
peritoneo pélvico ,
/!!'t nc
N, i
llIC: afectacién ganglionar retroperitoneal ! "";"'\I
o ¥
lIC1: afectacion ganglionar pélvica i
IC2: afectacion ganglionar para-adrtica
Enfermedad fuera del Gtero
IVA: invasion de érganos circundantes [T 1 2t
o ) [ R V[
(intestino o vejiga) (R O i Ve
ESTADIO IV V&) (el
N/ TR
IVB: metastasis a distancia, incluyendo NS 1‘ g
abdominales o afectacién de ganglios IVA VB
inguinales.

Tabla 9: Estadios FIGO actualizados en 2009, segun la clasificacién de (120).
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DETERMINACION DE FACTORES PRONOSTICO. ESTRATIFICACION DE
RIESGO DE RECURRENCIA.

Los factores que han sido establecidos como factores de mal prondstico independientes en

el cancer de endometrio son:

e Estadio FIGO avanzado: El estadio FIGO es el factor pondstico mas determinante de
la supervivencia. La supervivencia a 5 afios es de 90-96% en estadio |A, 78-87% en
estadio 1B, 74-80% en estadio Il, 48-56% si existe afectaciéon anexial (ll1A), del 36-
53% si existe afectacion vaginal (llIB), 57-60% si existe afectacion de ganglios
pélvicos (IlIC1) o del 49-53% si existe afectacion de ganglios para-aérticos (I1IC2), y
del 20% si se trata de un estadio IV (121).

e Grado histolégico 3

e Tipo histolégico no endometrioide

¢ Profundidad de la invasién miometrial > 50%

e Tamafo tumoral

¢ Invasién de los espacios linfo-vasculares

e Invasién del estroma cervical

e Edad de la paciente superior a 60 afos

e Afectacion del tercio inferior del Gtero (segmento uterino)

El 75% de las pacientes con cancer de endometrio se diagnosticaran en estadio | de la
FIGO, y podran ser estratificadas en funcién de su riesgo de recurrencia y de su
supervivencia en pacientes de bajo riesgo o de riesgo intermedio, lo que va a determinar la
necesidad de realizar tratamientos adyuvantes (Tabla 10). Las pacientes con estadio FIGO

superior o presencia de factores de mayor riesgo de recurrencia, se clasifican como

pacientes de alto riesgo.
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RIESGO DE RECURRENCIA CARACTERISTICAS DEL TUMOR

Bajo riesgo Estadio IA, G1-G2, Histologia Endometrioide

Estadio 1B, G1-G2, Histologia Endometrioide

Riesgo intermedio . . ] o
Estadio 1B, G3, Histologia Endometrioide

Estadio 1B, G3, Histologia Endometrioide
. Estadio II, G3, Histologia Endometrioide
Alto riesgo ) . ) ) .
Histologia seroso, célula clara, célula pequena,

indiferenciado, en cualquier estadio.

Tabla 10: Clasificacién del riesgo de recurrencia del cancer de endometrio
inicial (1). G: grado histolégico.

7.2 RADIOTERAPIA EN EL CANCER DE ENDOMETRIO

La radioterapia primaria es el tratamiento de eleccién en aquellas pacientes que presentan
co-morbilidades graves que impiden la cirugia. A pesar de que no es tan efectiva como la
intervencién quirdrgica, la radioterapia primaria ofrece una alternativa terapéutica bien

tolerada para estas pacientes (1, 6).

La radioterapia externa es el tratamiento adyuvante que ha demostrado mejores
resultados, disminuyendo la tasa de recurrencias loco-regionales, que suponen el 50% del
total de las recidivas de la enfermedad.

Tres grandes estudios randomizados que evallan la radioterapia pélvica frente a no mas
tratamientos adyuvantes tras la cirugia han definido el papel de la radioterapia en funcién de
los factores de riesgo de recidiva: el estudio PORTEC (122, 123), el estudio GOG 99 (124), y
el estudio ASTEC (125). En la Tabla 11 se describen los resultados de los principales

estudios publicados sobre radioterapia adyuvante.
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RECIDIVA SUPER-
CRITERIOS DE
ESTUDIO MUESTRA , TRATAMIENTO LOCO- VIVENCIA
INCLUSION
REGIONAL GLOBAL
. 85% vs
IB (G2,3) Observacién 14% vs 4%
PORTEC-1 715 81%
IC (G1,2) vs RT externa (p<0.01)
(p=0.31)
. 86% vs
) Observacién 12% vs 3%
GOG 99 392 Estadios 1y Il 92%
vs RT externa (p<0.01)
) . 6.1% vs 84% vs
Estadios Observacién
ASTEC 905 3.2% 84%
IAG3ylc vs RT externa
(p=0.02) (p=0.31)
Estadios IC
(G2-3, edad
_ ) ) 5.1% vs 86% vs
>60 anos), Braquiterapia
PORTEC-2 427 21% 82%
yIB vs RT externa
(p=0.42) (p=0.66)
(G3, edad >60
anos)

Tabla 11: Resultados de los estudios sobre radioterapia adyuvante en cancer
de endometrio (126)

El estudio PORTEC-1 randomiz6 715 pacientes de riesgo intermedio a grupo de radioterapia
externa versus no tratamientos adyuvantes. Tras 10 afnos de seguimiento detecté una
disminucion de las recidivas pélvicas del 15% al 4% en el grupo de radioterapia externa,
pero también revel6 que la radioterapia pélvica aumenta la morbilidad del tratamiento del
carcinoma de endometrio (122, 123, 127). El 73% de las pacientes fueron tratadas con
medicacion o medidas dietéticas por sintomas agudos relacionados con el tratamiento
radioterdpico. Las tasas de complicaciones tardias fueron del 26% en el grupo de la
radioterapia pélvica y del 4% en el grupo control (p<0.0001). El 3% de las complicaciones se

consideraron de caracter grave.

En el analisis de subgrupos de estas pacientes se observo:
e Pacientes con sélo un factor de riesgo (grado 3, estadio IC segun FIGO 1989, o
mayores de 60 arfios): no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
riesgos de muerte por todas las causas y de muertes por cancer de endometrio entre

el grupo de tratamiento y el grupo de control.
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e Pacientes con al menos dos factores de riesgo (grado 3, estadio IC segun FIGO
1989, 0 mayores de 60 arios): este subgrupo de pacientes presentan un alto riesgo
de recidiva (18%) y de muerte relacionada con el carcinoma de endometrio. El
andlisis de estas pacientes muestra que este grupo de pacientes presenta una
reduccion estadisticamente significativa de la recidiva loco-regional del cancer de
endometrio y una tendencia hacia la reduccién de los riesgos de muerte por todas
las causas y de muerte relacionada con carcinoma de endometrio tras la
administracion de radioterapia externa adyuvante, aunque estas tendencias en la
supervivencia no resultan estadisticamente significativas, probablemente debido al
bajo nimero de pacientes.

e Pacientes sin ningun factor de riesgo: el meta-analisis muestra un mayor riesgo de
muerte por todas las causas y de muerte con carcinoma de endometrio en el grupo
tratado con radioterapia adyuvante (RR=2,65, IC 95%=0.56-3.95, p=0.04). Esto se
debe a que en el grupo de muertes por carcinoma de endometrio se incluyeron
también las muertes atribuibles al tratamiento. El riesgo de recidiva en este subgrupo

es de alrededor del 2-3%, y la radioterapia es claramente inapropiada.

Similares resultados se observan en los estudios ASTEC y GOG 99, en los que se evidencia
un mejor control locorregional de la enfermedad pero sin que ello suponga una mejoria en la

supervivencia global en pacientes de riesgo intermedio.

Con el objetivo de reducir el espectro de complicaciones asociadas a la radioterapia externa,
en la mayoria de centros las pacientes de riesgo intermedio reciben tratamiento con
braquiterapia adyuvante. El estudio PORTEC-2, un ensayo aleatorio multicéntrico que
compara radioterapia externa frente a braquiterapia vaginal en las pacientes de riesgo
intermedio, no ha detectado diferencias en la supervivencia entre ambos métodos (128). Los
investigadores destacan en sus conclusiones que a pesar de que la tasa de recurrencias en
CUpula vaginal es similar en ambos grupos, la tasa de recidiva pélvica fue superior en las
pacientes tratadas con braquiterapia (3.8% frente a 0.5%). Sin embargo, esto no influye en
el intervalo libre de enfermedad ni en la supervivencia global.

Asi pues, las pacientes de bajo riesgo de recurrencia, que son aquellas con tumores
endometrioides bien diferenciados (G1-2) que se diagnostican en estadio |A, no requieren
tratamiento adyuvante, como se demuestra en un estudio a 10 afios de seguimiento que
calcula el riesgo de recidiva en este grupo de pacientes entorno al 3% (129). En las
pacientes de riesgo intermedio, la radioterapia adyuvante ha demostrado una disminucién
del riesgo de recidiva pélvico-vaginal, pero sin demostrar un impacto en la supervivencia.

Dentro del grupo de riesgo intermedio, las pacientes de 60 afios 0 mas presentan una tasa
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de recaida local de 15%, por lo que la adyuvancia con radioterapia externa es altamente
recomendable (130).

7.3 TRATAMIENTO SISTEMICO EN EL CANCER DE ENDOMETRIO

CANCER DE ENDOMETRIO DE RIESGO INTERMEDIO O ALTO

La introduccion de la quimiterapia adyuvante en el tratamiento del cancer de endometrio se
inicia tras el estudio GOG-122, que demostré que en las pacientes con cancer de
endometrio avanzado en estadios lll y IV con cirugia primaria 6ptima era preferible realizar
una quimioterapia adyuvante con doxorubicina-cisplatino que administrar radioterapia
holoabdominal (131). Un estudio posterior del grupo de ginecologia oncolégica japonés
JGOG 2033 comparé la radioterapia pélvica frente a la quimioterapia con ciclofosfamida,
doxorubicina y cisplatino en una cohorte de mujeres en estadio IC-IlIC (clasificacién de la
FIGO de 1989, (132)). A pesar de que la supervivencia libore de enfermedad y la
supervivencia global fue equivalente en ambos grupos, los investigadores observaron una
ventaja en la supervivencia en el subgrupo de pacientes que ellos describen como de
intermedio a alto riesgo de recidiva (estadio IC, mayores de 70 afos o grado 3; o estadio Il o
citologia peritoneal positiva con infiltracién miometrial superior al 50%) (133).

El estudio EORTC 55991 es un estudio que aleatoriza a recibir o no quimioterapia asociada
a la radioterapia adyuvante estandar en 372 pacientes de alto riesgo (estadio IC G3, estadio
I, estadios IlIA con citologia positiva, estadios IlIC y grupos histolégicos de alto riesgo). Los
resultados demuestran una mayor supervivencia con la administracién concomitante de
ambos tratamientos, aunque es muy destacable el hecho de que el 27% de las pacientes del

grupo de quimioterapia no pudo completar su tratamiento por toxicidad (134).

Diferentes estudios en curso intentan aclarar el papel de la quimioterapia en estas pacientes.
El estudio GOG-249 compara radioterapia pélvica frente a la combinacién de braquiterapia
con quimioterapia (paclitaxel + carboplatino) en pacientes de riesgo intermedio-alto. El
estudio PORTEC-3 compara radioterapia pélvica frente a radioterapia asociada con
quimioterapia en mujeres de riesgo intermedio y alto de recidiva.

En las tablas 12 y 13 se presentan los tratamientos adyuvantes recomendados por la

evidencia cientifica en el cancer de endometrio en funcién de su estadio y tipo histolégico.
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ESTADIO IA- G1/G2 No precisa tratamientos adyuvantes

ESTADIO IA-G3

BT vaginal
ESTADIO IB- G1/G2

RT externa pélvica+ BT vaginal
ESTADIO IB-G3 Valorar QT si existen factores de riesgo de
ESTADIO Il recidiva a distancia: infiltracién miometrial >50%,

invasion linfo-vascular.

ESTADIO IlIA / RT externa pélvica+ BT vaginal
B Valorar QT

RT externa pélvica + para-aértica + BT vaginal
Valorar QT

ESTADIO llIC

QT
Valorar RT externa

ESTADIO IV

Tabla 12. Tratamiento en funcién del estadio FIGO de las pacientes con cancer
de endometrio tipo I.

BT: braquiterapia, RT: radioterapia, QT: quimioterapia.

ESTADIO IA sin infiltracion miometrial BT vaginal

ESTADIO IA con infiltracion miometrial
ESTADIOIBy I
ESTADIO lll y IV con cirugia dptima

QT+ RT externa +
BT vaginal

Tabla 13. Tratamiento en funcién del estadio FIGO de las pacientes con cancer
de endometrio tipo Il.

BT: braquiterapia, RT: radioterapia, QT: quimioterapia.
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CANCER DE ENDOMETRIO RECURRENTE O METASTASICO

Son varios los quimioterapicos que han desmotrado actividad en el cancer de endometrio
recidivado o metastasico, aunque ninguno de ellos ha demostrado una prolongacién en la
supervivencia libre de enfermedad estadisticamente significativa.

Los agentes administrados en monoterapia mas activos son la doxorubicina, el cisplatino o
carboplatino y el paclitaxel, con tasas de respuesta de entorno al 20%.

Posteriormente se han intentado identificar combinaciones de farmacos que sean mas
eficaces en el control de la enfermedad. Dos estudios randomizados han mostrado mejor
tasa de respuesta pero no mejoria en la supervivencia en cancer de endometrio avanzado o
recurrente con regimenes de cisplatino + doxorrubicina frente a la doxorubicina en

monoterapia (135).

El GOG-177 fue el Unico estudio de fase lll sobre quimioterapia en cancer avanzado o
recurrente que mostré6 una mejoria en la supervivencia. La pauta paclitaxel + cisplatino+
doxorrubicina era mejor que la pauta doxorubicina + cisplatino, pero con una mayor
toxicidad.

La pauta paclitaxel + carboplatino ha presentado altas tasas de respuesta y se usa
ampliamente, principalmente porque posee una buena tolerancia y una facil administracion,
aunque no esta demostrada su eficacia en estudios randomizados (136). El estudio GOG-
209 compara este régimen con el régimen paclitaxel + cisplatino + doxorrubicina, que es el
que ha mostrado mejores resultados en tasa de respuesta y supervivencia global por el

momento.

HORMONOTERAPIA

Una revision de la Cochrane del 2010 (137) que incluye 6 estudios con un total de 542
participantes analiza la eficacia del tratamiento hormonal en las pacientes con cancer de
endometrio avanzado o recurrente como agente terapéutico Unico o en combinacion.
Concluye que no existe suficiente evidencia de que el tratamiento hormonal mejore la
supervivencia de las pacientes administrado en monoterapia o de forma combinada. Si que
encuentran un beneficio con el uso de hormonoterapia a baja dosis en el tiempo de
supervivencia libre de progresion.

Los regimenes mas usados son la medroxiprogesterona a dosis de 200 mg/dia o el acetato
de megestrol a dosis de 160 mg/dia. Entre los efectos secundarios mas importantes
destacan la trombosis venosa profunda y el tromboembolismo pulmonar, por lo que es

preciso la cuidadosa seleccion de las pacientes.
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TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD RECURRENTE

¢ Recurrencia local

La radioterapia es el tratamiento de eleccidon en las mujeres que presentan
recurrencia en la cupula vaginal tras la cirugia. La supervivencia tras la recidiva
aislada en la cupula es elevada (75% a los 2 anos). Si la paciente ha recibido
radioterapia adyuvante previa a la recurrencia, el tratamiento de eleccién sera la
reseccion quirdrgica de la lesion.

Otras recurrencias pélvicas en diferente localizacion o de gran tamario pueden
tratarse con cirugia radical o radioterapia. La cirugia de citorreduccion éptima ha
demostrado beneficio en la supervivencia con recurrencia intra-abdominal de cancer

de endometrio (138).

¢ Recurrencia sistémica
En la enfermedad recurrente sistémica la quimioterapia es el tratamiento de eleccién
(139).
En algunos casos, y dado que el cancer de endometrio es hormonosensible,
diferentes agentes hormonales se han usado con el objetivo de aumentar el intervalo
libre de progresién, como los progestagenos, el tamoxifeno, los inhibidores de la

aromatasa o los anédlogos de la GnRH (140) (141).

7.4 TERAPIAS MOLECULARES EN EL CANCER DE
ENDOMETRIO

1. Inhibidores de mTOR

En estudios in vitro se ha detectado que las células con inactivacion de PTEN son sensibles
a inhibidores de mTOR, ya que la pérdida de PTEN conduce a la sobre-expresion de m-
TOR. En un estudio fase Il de la actividad de temsirolimus en pacientes con cancer de
endometrio avanzado y recurrente, el 26% de las pacientes presentan respuesta parcial, y el
63% de las pacientes enfermedad estable. Se han desarrollado otras drogas que actian
dirigiéndose a diferentes componentes de esta misma via, como enzastaurina (inhibidor de
PI3K) y triciribina (inhibidor de AKT) (59). La mayoria de los estudios con dianas

moleculares poseen resultados modestos, ya que no se administran seleccionando
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Unicamente a pacientes que posean la alteracion molecular. Los expertos recomiendan una

seleccion meticulosa de la paciente para que los resultados tengan mas valor.

2. Anti-HER2/neu, Inhibidores de EGFR

Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal dirigido frente a HER2/neu, se ha testado en
pacientes con cancer de endometrio avanzado y recurrente, con pobres resultados por el
momento. Otros anticuerpos dirigidos frente a miembros de la familia de receptores de EGF
se estan investigando, como cetuximab, pertuzumab o panitumumab (142).

3. Antiangiogénicos

La expresion de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) esta incrementada en el
56-100% de los canceres de endometrio, y generalmente se correlaciona con los tumores de
mas alto grado, mayor infiltracion miometrial y menor supervivencia. Se han desarrollado
anticuerpos frente a VEGF, como bevacizumab y sorafenib. Actualmente se estan
desarrollando estudios fase Il de monoterapia con bevacizumab en pacientes con cancer de
endometrio recurrente (143).

8. INTRODUCCION A LOS MODELOS ANIMALES

Los modelos animales preclinicos para terapias experimentales oncolédgicas se iniciaron en
los afos 50, pero el establecimiento de unas guias rigurosas de calidad experimental se
debe en gran parte al grupo dirigido por Howard Skipper, del Instituto Sloan-Kettering de
Birmingham, Alabama (144). A mediados de los afios 60, este grupo publicd diferentes
articulos en referencia a los criterios de curabilidad y a la cinética de comportamiento de las
células leucémicas en ratones en respuesta a los tratamientos quimioterapicos. Estas
células leucémicas provenian de lineas celulares en cultivo, inyectadas en el abdomen de
los ratones a modo de “ascitis leucémica”. Las conclusiones a las que llegaron con estos

experimentos fueron las siguientes:

1) una sola célula leucémica viva puede ser letal para el huésped, por lo que para

curar la leucemia es necesario eliminar todas y cada una de las células leucémicas
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del ratén, independientemente del nimero, distribucién anatémica o heterogeneidad

metabdlica de las mismas, con un tratamiento al que el huésped sobreviva,

2) el porcentaje (no el numero absoluto) de poblaciones celulares leucémicas
eliminadas por una dosis de farmaco quimioterapico es constante en el tiempo. Esta
observacion no se habia definido previamente en estudios in vivo, y es la base del

fraccionamiento de los tratamientos oncol6gicos actuales, y

3) el porcentaje de células leucémicas eliminadas por un tratamiento es directamente
proporcional a la dosis administrada. Es necesario eliminar las células malignas mas
rapido de lo que se reproducen por la proliferacién de las células que sobreviven si

nuestro objetivo es la curacion de la enfermedad.

Skipper realizé diferentes ensayos in vivo sobre la distribucion anatémica de las células
leucémicas en el ratéon y las tasas de proliferacién celular; asi, descubrié que diferentes
drogas oncoldgicas no accedian al sistema nervioso central en la proporcion suficiente para
eliminar las células leucémicas, de forma que para curar la leucemia era necesario afadir al
tratamiento alguna clase de droga que atravesara la barrera hemato-encefalica. Otra
observacion clave que realiz6 fue la exquisita correlacién que existia entre el nimero de

células leucémicas que se inyectan al ratén y la supervivencia del animal (144).

8.1 TIPOS DE MODELOS ANIMALES

Existen diferentes tipos de modelos animales (145):

1. Autoctonos

Tumores que se producen de forma espontanea en el animal por la exposicién a quimicos,
virus u otros carcin6genos. Son bastante similares al tumor humano ya que crecen de forma

ortotopica y no precisan de técnicas de trasplante.

Ejemplos:

El raton neonato CD-1 (resultado de apareamiento entre no consanguineos, sujeto a
variabilidad genética) se ha propuesto como un modelo de carcinogénesis hormonal del
endometrio. Si estos ratones son tratados con estrégenos en los dias 1-5 después del
nacimiento desarrollan adenocarcinoma de endometrio de forma dosis-dependiente y en

relacion a la potencia del estrogeno usado. Este modelo se ha usado para determinar la
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toxicidad del tamoxifeno sobre el endometrio, asi como los catecolestrogenos y la
genisteina. Todas estas substancias inducen cancer de endometrio en ratones neonatos
(146).

El raton ICR (Institute of Cancer Research) responde a la administracion de estradiol con la
generacién de un cancer de endometrio en las siguientes 30 semanas. El estradiol les
induce hiperplasia tipica glandular que se transforma en hiperplasia atipica y carcinoma de
forma progresiva. Esta transformacion se ve potenciada con tdxicos como la nitrosurea
(147). Este modelo se ha usado para estudiar la capacidad preventiva de substancias como
el danazol (148).

2. Transgénicos: GEM (“genetically engineered models™)

Un ratén transgénico es aquél al que se le ha modificado su ADN y por tanto su informacién
genética. Estas modificaciones consisten en la introduccién de un gen nuevo o en la
eliminacion de un gen propio, lo que conlleva una ganancia de funcién o una inactivacion. La
obtencion de ratones transgénicos facilita el estudio de la funcion bésica de un gen
determinado. A los ratones en los que la expresion de un gen propio se elimina por completo
se les denomina ratones knock-out. A los que se les genera una ganancia de funcién se les

denomina knock-in.

Estos modelos poseen la ventaja de que la mutacion que genera el inicio genético de la
tumorogénesis es conocida, y que se puede estudiar en el contexto de una funcién inmune
completamente conservada. Aunque presentan el problema de que los ratones transgénicos
poseen la mutacién del gen presente en todas las células del organismo, por lo que no
reproducen exactamente el origen de la generacion del tumor en el humano. También se ha
observado que algunos ratones knock-out para determinados genes poseen un espectro de
desarrollo de tumor completamente diferente que en el humano. Por ejemplo, los ratones
knock-out para BRCA1-2 no presentan la suspceptibilidad para el desarrollo de tumores de
mama y ovario que se observa en humanos. Ademas, las diferencias en el patron de
activacion de vias genéticas y mutacionales entre los ratones y los humanos se traducen en
cambios en la oncogénesis in vivo. Asi, mientras que el raton tiende a desarrollar cancer en
tejidos mesenquimales, los tumores humanos derivan fundamentalmente de células

epiteliales ante la misma mutacion genética (149).

Por estos motivos se han desarrollado los modelos transgénicos condicionales. Consiste en
la identificacion de promotores que inducen la activaciéon o la anulacion de la expresion de
un determinado gen de forma célula-especifica, es decir, sélo en determinados dérganos.
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Esto genera un modelo mas semejante a la tumorogénesis en humanos, ya que los tumores
se generan in situ, con una mutacién génica determinada sélo en las células en las que
especificamente ésta se ha inducido.

Estos modelos imitan correctamente el desarrollo de los tumores en fases tempranas, por lo
que resultan de gran utilidad para el desarrollo de terapias preventivas. Pero presentan el
inconveniente de que no desarrollan el espectro de metastasis que se observa en la
enfermedad diseminada en el hombre, generando metastasis de forma muy tardia y
escasamente reproducible (149).

Ejemplos:

Los ratones transgénicos knock-out para PTEN se han creado para estudiar la importancia
de esta mutacion en el desarrollo de diferentes tumores, entre ellos el de endometrio. Una
mutacion de ambos alelos (PTEN -/-) es letal durante la gestacion. La mutacion de uno de
los alelos (PTEN +/-) es suficiente para causar neoplasias en varios 6rganos, entre ellos la
mama y el endometrio. El cruce de estos ratones con ratones mutados para locus
relacionados con la inestabilidad de microsatélites (MLH -/-) resulta en una tumorogénesis

acelerada en los animales resultantes (150).

Recientemente se ha descrito un modelo knock-out inducible y condicional para PTEN
mediante la administraciéon de tamoxifeno. Se induce la deleccion de PTEN en células
epiteliales, pero no en células estromales ni hematopoyéticas, mediante la administracion de
tamoxifeno intraperitoneal a las 4-5 semanas de vida de los ratones. La cantidad de células
que deleccionan PTEN es proporcional a la dosis de tamoxifeno que se administra al animal.
La deleccién de PTEN en las células del epitelio endometrial de estos animales produce de
forma rapida el desarrollo de una hiperplasia endometrial atipica y un adenocarcinoma in situ
(151).

3. Modelos de inoculacion: ectopicos y ortotopicos (“xenografts” o
“tumorgrafts”).

Los modelos murinos experimentales basados en la inoculacion de células tumorales se han
usado ampliamente. La manera de generarlos es mediante el uso de ratones
inmunodeprimidos (Nude o SCID). Los ratones Nude poseen la mutacién Nu, lo que supone
que tengan una pérdida del pelo, ausencia de timo e incapacidad para generar linfocitos T.
Los ratones SCID (del inglés, inmunodeficiencia combinada severa), presentan pérdida de
funcion B y T. Ambos ratones presentan un rechazo limitado a los trasplantes de tejido

humano, lo que los convierte en buenos receptores para generar modelos de inoculacién por
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su inmunodepresién. Pero este mismo hecho hace que no sean buenos candidatos para el

estudio de mecanismos mediados por la inmunidad en la progresion tumoral (149).

Los modelos de inoculacién mas usados son los producidos mediante la inyeccion de
células a nivel subcutaneo (ectdpicos, inyeccion de las células fuera del 6rgano o tejido en
el que producen el tumor en el humano). Estos modelos tienen la capacidad de predecir la

eficacia clinica, pero presenta inconvenientes que los alejan de la clinica:

1. Presentan necrosis central del tumor debido al escaso soporte vascular que tienen
en el tejido subcutaneo.

2. Presentan crecimiento tumoral aislado, a veces incluso encapsulado, dada la falta
de visceras entorno a ellos y debido al comportamiento inusual del tejido que lo
rodea.

3. Ausencia de comportamiento metastasico, que en realidad supone la principal

causa de mortalidad por cancer en la clinica.

Los modelos ectdpicos en cancer de endometrio han sido ampliamente descritos en la
literatura, generalmente con el objetivo de demostrar in vivo la implicaciébn de una
determinada via de sefalizaciébn en el crecimiento del tumor (152), el mecanismo de
resistencia del tumor a una sustancia (153) o el efecto de un farmaco en fase experimental
(154).

El desarrollo de los modelos animales ortotépicos (inyeccion de las células en el mismo
6rgano o tejido en el que se produce el tumor en el humano) demostré que estos modelos
llevaban a la invasion tumoral y a la generacion de metastasis de forma similar a la
observada en el humano. Asi se ha descrito en modelos de diferentes tumores, como
pulmén, colon, pancreas, vejiga, ovario y estobmago (149). Este hecho sugiere que este
modelo animal replica de forma bastante exacta las interacciones mas relevantes entre las

células tumorales y el estroma que llevan a la progresién tumoral.

Una limitaciéon de este modelo es que la expansion de las células tumorales en un cultivo in
vitro previamente a su implantacién en el animal puede suponer un conjunto de cambios en
los mecanismos moleculares que alteren el proceso de generacion de metastasis. La
alternativa a la inoculacién de células es la implantacién quirargica de tejido fresco intacto
del tumor del paciente sobre el 6rgano del ratéon en que se desarrolla el tumor, conservando
la estructura tridimensional del tumor, los contactos célula-célula y la activacién de la
angiogénesis tumoral, las cuales son importantes para al mantenimiento del comportamiento

metastésico tumoral. La evaluacién inicial del tumor generado de este modo incluye el
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estudio histopatolégico y molecular, asi como el analisis del perfil génico del implante, para

corroborar su similitud con el tumor primario.

Existen diferencias conocidas en la respuesta de los modelos de inoculacién a las terapias
en funcion de si son ectopicos u ortotépicos. Por ejemplo, la linea celular de cancer de colon
LoVo implantada de forma subcutanea es mas resistente al tratamiento con 5-fluoruracilo

que la misma linea implantada directamente en el colon (149).

Asi pues, los modelos de inoculacion ortotépicos permiten el estudio de terapias en tumores
derivados directamente de pacientes, lo que comporta que presenten diferente perfil
genético al cambiar de tumor primario. Esto permite generar un “panel de xenografts” para
evaluacién de respuesta a tratamientos en tumores distintos (149). De este modo se
reproduce de forma bastante precisa la marcada heterogeneidad de los canceres humanos,

lo que permite su uso para la evaluacion de terapias dirigidas frente a determinadas dianas.

4. Modelos animales de generaciéon de metastasis (“EMA,

experimental metastasis assays”).

Estos modelos inyectan células tumorales directamente en el torrente circulatorio, para
posteriormente estudiar su capacidad para colonizar los diferentes 6érganos. Se pueden
generar mediante la inyeccion:

e Enlavena lateral de la cola, que genera metastasis pulmonares.

e Enlas venas portal o esplénica, que genera metastasis hepaticas.

e Enla planta del pie, para que de forma espontanea invadan el torrente circulatorio

e En el corazén, para que generen metéstasis en todo el organismo.

En estos modelos, los primeros estadios de la generacion de las metastasis, como la
invasion local del tumor y su acceso al torrente circulatorio y linfatico, son eliminados. Por

este motivo, su utilidad en el desarrollo de drogas anti-metastésicas es limitado (149).

8.2 EXTRAPOLACION DE LOS RESULTADOS DEL MODELO
ANIMAL AL HUMANO

Los modelos animales han resultado criticos en el estudio de los mecanismos moleculares

del cancer, y en menor proporcién en el desarrollo de nuevos agentes antitumorales. La
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utilidad del modelo animal en el cancer dependerd de su capacidad para replicar la
enfermedad en el hombre. El modelo ideal deberia:
e presentar las caracteristicas histopatolégicas del tumor humano,
e progresar a través de los mismos estadios y causar los mismos efectos fisioldgicos y
sistémicos
e involucrar a los mismos genes y vias bioquimicas para su iniciacion y progresién
¢ reflejar de forma cercana la respuesta del humano a una terapia determinada

e predecir la eficacia terapéutica en ensayos clinicos

Cuanto mas nos acerquemos con nuestro modelo a este ideal, mas faciimente podremos
entender las alteraciones que conducen a la tumorogénesis y mas sencillo resultara
identificar dianas de prevencién o de tratamiento del tumor, asi como estudiar mecanismos

de resistencia tumoral a diferentes drogas (149).

Un modelo animal clinicamente relevante debe ser metastésico. El proceso metastésico se
entiende como una sucesidbn de pasos mediante los cuales las células tumorales
sobrepasan las restricciones impuestas por el 6rgano en que crece y disemina mediante
varios pasos que incluyen invasion, intravasacion o invasion vascular, supervivencia dentro
del torrente circulatorio, colonizacién y neovascularizacion. Este objetivo se consigue si
somos capaces de imitar en nuestro modelo el complejo mecanismo de interaccién que se

produce entre el estroma del tejido y las células tumorales (155).

Existen tres condiciones clinicas frecuentemente observadas que dificiimente presentan su

traduccion en estos modelos animales (156):

1. Progresion metastasica tardia.
Para el estudio de esta situacion se propone la exéresis quirurgica del tumor primario
permitiendo la supervivencia del animal y evaluando su posterior evolucion, aunque
un factor que limita la validez de este modelo seria el hecho de que la manipulacién
quirargica del tumor primario podria favorecer la invasion del torrente circulatorio, lo
que invalidaria el modelo. Otra aproximacién seria la generacién de metastasis
pulmonares y su cultivo in vitro para seleccionar las células mas agresivas,
generando posteriormente el tumor primario con estas células, que poseen especial
apetencia por el pulmén. Este modelo supone manipulaciones ex vivo repetidas, lo

que podria significar una pérdida del perfil molecular que caracteriza al tumor.

2. Recidiva tras un intervalo libre de enfermedad.
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Estos modelos representarian la persistencia de enfermedad tumoral microscopica
tras el tratamiento inicial. Por el momento no existen buenos modelos que imiten

esta situacion clinica en el hombre.

3. Resistencia tumoral al tratamiento primario o secundario.
Los modelos preclinicos que simulan esta situacién clinica serian los que se
constituyen por tumorgrafts que no responden a tratamientos habituales, y que son
seleccionados para el estudio de tratamientos alternativos al estdndar. También se
puede inducir resistencia secundaria tras el uso mantenido de un farmaco a dosis
bajas, seleccionando posteriormente los tumores mas resistentes para generar

nuevos modelos.

El estudio del crecimiento y la respuesta a pruebas terapéuticas de tumores humanos
implantados a nivel subcutdneo de forma ectdpica han proporcionado informaciéon muy
valiosa para predecir si dicha droga es clinicamente relevante, asi como datos sobre
parametros farmacocinéticos, especialmente la dosificacién. Sin embargo, los modelos
ortotopicos son muy valiosos cuando son usados para el estudio de la generacién de

metastasis y su respuesta a las terapias.

Los errores en la identificacion de drogas con actividad clinica anticancerosa son
multifactoriales, e incluyen las diferencias en la eficacia de las drogas en los ratones
respecto a los humanos. Otra causa es que los modelos usados se eligen en funcién de la
facilidad de manipulacién o el crecimiento rapido, pero no en funcioén de la correlacion clinica
(145). La mayoria de los tumores usados inicialmente para generar modelos animales no
producian metastasis cuando se implantaban en animales inmunodeprimidos;
posteriormente ha quedado claro que la generacidon de metastasis es un proceso que
depende del tipo de tumor implantado, pero también de condiciones del huésped, como el
organo en que se implanta, las condiciones de mantenimiento y el grado de
inmunodepresion del animal, ya que la presencia de células NK, aunque sean las Unicas
presentes, pueden limitar el crecimiento tumoral y la generacién de metéastasis en ratones.
Ademas, existe una respuesta a la quimioterapia extremadamente dependiente de la
localizacién del tumor. En un estudio realizado con células de cancer de colon implantadas
en un ratén inmunodeprimido en tejido subcutaneo (implante ectopico), bazo (imitando
metastasis) y el ciego (implante ortotdpico) (157) se observo que la respuesta tumoral a la
misma dosis de quimioterapia (doxorrubicina) administrada por via endovenosa mostraba
una disminucién del crecimiento del 80% en el implante ectépico, del 40% en el implante

ortotépico y menor al 10% en el implante esplénico.
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Los parametros de toxicidad farmacoldgica se han estudiado usando modelos murinos
subcutaneos, y la eficacia se ha definido en funcién del retraso en el crecimiento tumoral,
pérdida de peso y mortalidad de los animales. Un estudio que compara la respuesta clinica
de diferentes pacientes a unos farmacos quimioterapicos frente a la respuesta del modelo
subcutaneo murino observé que existia una correlacién del 97% en la resistencia tumoral y
del 90% en la sensibilidad, por lo que se concluy6 que si se usaba el tumor original, se podia
predecir la actividad clinica de un farmaco en funcién de su actividad en el modelo animal
(158). Otro estudio que evalua 39 drogas usando modelos derivados de lineas celulares
tumorales de origen humano, y lo compara con los resultados de un ensayo clinico de fase Il
(159) observa que la actividad antitumoral no se correlaciona con la actividad del farmaco en
el tipo histoldgico original, aunque se observa que los farmacos que eran activos frente a un
tercio de los animales presentaban actividad clinica. Estos dos grandes estudios sugieren
que los estudios in vivo usando tumores primarios son predictivos de actividad clinica,
mientras que los tumores usando lineas celulares no lo son en la misma proporcién.
Posteriormente se ha sugerido que los modelos usando ratones atimicos se correlacionan
mejor con la actividad clinica si valoramos como resultado la tasa de crecimiento tumoral o

citostasis, en lugar de la disminucién de tamaro o citotoxicidad.

En el Cancer Chemotherapy Center de Tokyo han publicado una serie de importantes
estudios en los que exponen el gran potencial de los tumores subcutaneos en la prediccién
de la eficacia del uso de drogas citotéxicas en modelos animales (160). Hicieron crecer
diferentes lineas celulares en un modelo animal subcutaneo, y trataron a los animales con
diferentes drogas en forma de monoterapia, algunas de estas drogas presentaban conocido
potencial terapéutico en el tipo tumoral y otras no. Algunas drogas fueron administradas a la
dosis farmacocinéticamente equivalente a la del humano o “dosis racional”’, mientras que
otros fueron tratados con la dosis maxima tolerada, que es la que se venia usando en la
mayoria de experimentos publicados hasta la fecha. Ellos concluyen que cuando se usa la
“dosis racional”’, el perfil de respuesta es equivalente al que poseeria la droga en el
correspondiente tumor en el humano. Esta observacién se ha realizado s6lo en tumores

subcutaneos, y no se ha podido extrapolar a tumores ortotépicos por el momento.

Pero a pesar de que las drogas anticancerosas se prueban de forma habitual en modelos
animales subcutaneos de tejido tumoral humano, este modelo no es el mejor para estudiar el
efecto quimioterapico, dado que en la clinica estas drogas se usaran para pacientes con la
enfermedad avanzada y metastasica, mientras estos modelos presentan un crecimiento
local y raramente tienen enfermedad a distancia asociada. Asi pues, parece l6gico pensar
que un modelo ortotdépico y metastasico seria mejor para estudiar la morfologia y las

caracteristicas de crecimiento de la enfermedad clinica (161). Una de las ventajas evidentes
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de estos modelos es que podemos estudiar el proceso de invasion local, previa a la
generacién de metéstasis. Este momento de la evoluciéon tumoral es de gran importancia, ya
que representa el momento en el cual la enfermedad deja de ser una patologia local a ser
una enfermedad a distancia que requiere tratamientos sistémicos. Pero si podemos estudiar
los mecanismos mediante los cuales el tumor inicia la infiltracion tisular y testar farmacos
que funcionen en este momento incipiente de la evoluciéon del tumor, podemos evitar la
aparicion de enfermedad diseminada. De igual modo, el proceso de la angiogénesis, que es
de gran importancia actualmente dado que es la diana terapéutica de muchas drogas de
reciente aparicién, no puede testarse en modelos subcutaneos, dado que estos crecen
encapsulados, y precisa que el tumor crezca en su entorno tisular para que se produzca de

la forma mas similar al humano.

Pero aunque los modelos ortotdpicos parecen ser mas representativos de la enfermedad
clinica que los ectépicos, y deberian desplazar a otros modelos de los estudios de tests
preclinicos, la realidad es que se requieren unos conocimientos técnicos y una
infraestructura de mantenimiento importante para poder trabajar con estos modelos. La
eficacia terapéutica es también mas dificil de controlar en los modelos ortotopicos (en los
ectopicos generalmente se limita a controlar el tamarno tumoral por palpaciéon, ya que se
generan en el tejido subcutaneo del animal). Esto ha llevado al desarrollo de diferentes
instrumentos de seguimiento in vivo para estudio de la aparicibn de metastasis y del

desarrollo de la enfermedad en estos modelos, entre ellos la deteccidn de bioluminiscencia.

8.3 BIOLUMINISCENCIA

La bioluminiscencia es una técnica de marcaje del tejido tumoral en los modelos animales
con gran potencial y de facil deteccion e interpretacion. El gen de la luciferasa puede ser
incorporado de manera estable en células tumorales y en la presencia de su substrato (D-
luciferina), dara lugar a una reaccién quimica que producira la emision de luz. Asi permite la
monitorizacion y cuantificacién de actividades celulares y genéticas dentro de un organismo

vivo a tiempo real.

Una de sus principales ventajas es que el ruido de fondo es nulo, dado que los animales de
experimentacion no producen luz de forma natural, y en consecuencia es una tecnologia de
elevada sensibilidad. Una de sus limitaciones seria la resolucion espacial, que queda
limitada en funcién de la profundidad de la fuente bioluminiscente (162).
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La imagen éptica es no invasiva, y en consecuencia no requiere del sacrificio de los
animales y permite la obtencidon de mdultiples imagenes longitudinales del mismo animal.
Esto disminuye la carga de trabajo que implica el analisis de resultados y disminuye el
ndmero de animales de experimentacién requeridos, incrementa el valor estadistico del

estudio y, sobre todo, acelera la evaluacién de la eficacia de los agentes terapéuticos.

Asi pues, la bioluminiscencia generada a partir de lineas celulares que expresan luciferasa
es el método mas sensible para deteccién éptica, ya que el espectro de emisién de la
luciferasa a 37°C estd ampliamente por encima de los 600 nm y penetra el tejido de forma
muy eficiente.
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El cancer de endometrio es el cuarto cancer mas prevalente en las mujeres occidentales, y
su incidencia se incrementa cada afno debido a su estrecha relacion con factores
hormonales y ambientales. A pesar de presentar un buen pronéstico cuando se diagnostica
en estadios iniciales (supervivencia del 96% a 5 afnos en estadio 1A), éste empeora a medida
que la enfermedad produce extension loco-regional (50-60% de supervivencia a 5 afios en
estadios IlIA-11IB) o diseminacion a distancia (20% de supervivencia a 5 afios en estadios
IV). En estadios localmente avanzados o metastasicos, las terapias de las que disponemos

poseen tasas de respuesta muy limitadas.

Nuestra hipétesis de trabajo es que es posible generar un modelo animal murino que imite el
comportamiento del cancer de endometrio localmente avanzado y metastasico, y que resulte
de utilidad para la identificacién de biomarcadores de progresion tumoral (moléculas
implicadas en la infiltracion miometrial o en la invasién ganglionar) que puedan comportarse
como posibles dianas terapéuticas, asi como para el ensayo in vivo de terapias
experimentales dirigidas al tratamiento de estadios avanzados de cancer de endometrio.

Para ello vamos a desarrollar dos tipos de modelos animales murinos. ElI primero lo
desarrollaremos a partir de células tumorales Hec1A marcadas con luciferina, lo que nos
facilitard el seguimiento de los animales a lo largo del experimento. Con este modelo
pretendemos simular los estadios mas avanzados y metastasicos de cadncer de endometrio,
y seria de utilidad en el estudio de terapias antimetastasicas. El segundo modelo lo
desarrollaremos a partir de tejido tumoral humano endometrioide para representar los
estadios iniciales y loco-regionales del cancer de endometrio, con el objetivo de poseer una
herramienta de estudio de las moléculas implicadas en los primeros pasos de la infiltracion
del miometrio y de la invasién ganglionar, asi como para el desarrollo de terapias frente a
moléculas especificas de este tipo tumoral, que supone el mas frecuente de las histologias

del cancer de endometrio.
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Ill. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Generar y caracterizar un modelo murino ortotépico de cancer de endometrio a partir de
tejido tumoral humano de cancer de endometrio endometrioide y a partir de la linea celular

comercial de cancer de endometrio Hec1A.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Respecto al modelo murino ortotopico derivado de células Hec1A:

1. Generar una linea celular estable Hec1A-luciferasa de comportamiento bioldgico similar a
la linea celular Hec1A original.

2. Determinar el tipo de ratén inmunodeprimido idéneo para el desarrollo del modelo

ortotopico de cancer de endometrio.

3. Definir la técnica de inoculacién del implante para la generacién del modelo. Desarrollar la

técnica quirargica y el manejo pre, peri y postoperatorio del ratén.

4. Analizar la utilidad del sistema de seguimiento mediante bioluminscencia in vivo en el
modelo murino ortotopico de cancer de endometrio desarrollado a partir de células Hec1A.
Estudiar la sensibilidad para la deteccién de metastasis de la bioluminiscencia ex vivo en

nuestro modelo.
5. Definir el patrén anatémico de diseminacién del cancer de endometrio en el ratén.
6. Estudiar histolégicamente el tumor ortotépico y las metastasis del modelo animal.

Caracterizar desde el punto de vista inmunohistoquimico el perfil molecular del tumor tras su

crecimiento en el raton.
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Respecto al modelo murino ortotopico derivado de tejido tumoral

endometrioide:

1. Determinar el tipo de ratéon inmunodeprimido idéneo para el desarrollo del modelo
ortotopico de cancer de endometrio derivado de tejido tumoral endometrioide

2. Seleccionar el tejido tumoral mas adecuado para el desarrollo del tumor ortotépico

3. Definir la técnica de inoculacién del implante para el desarrollo del modelo. Desarrollar la
técnica quirargica y el manejo pre, peri y postoperatorio del ratén.

4. Evaluar la resonancia magnética y la ecografia transabdominal como métodos de

seguimiento del modelo animal ortotdpico desarrollado a partir de tejido tumoral humano.
5. Definir el patrén anatémico de diseminacién del cancer de endometrio en el ratén.
6. Estudiar histolégicamente el tumor ortotépico y las metastasis del modelo animal.

Caracterizar desde el punto de vista inmunohistoquimico el perfil molecular del tumor tras su

crecimiento en el raton.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. LINEA CELULAR, CONSTRUCTOS Y GENERACION DE
LINEAS CELULARES ESTABLES

La linea celular Human endometrial carcinoma 1A (Hec1A) fué aislada en el afio 1968 por H.
Kuramoto a partir de una paciente con adenocarcinoma de endometrio endometrioide G2
estadio |A (163).

Las células Hec1A (suministradas originalmente por C. Simon del Instituto Valenciano de
Infertilidad, Valencia, Espafa), fueron cultivadas en el medio de McCoy's 5A con GlutaMAX
suplementado con suero bovino al 10% (Life Technologies). La construccion del plasmido
consistié en la insercién del gen completo de la luciferasa (firefly luciferase cDNA) en la
posicion Hindlll/Xbal del vector pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). La correcta orientacién
y el marco de lectura fueron confirmados mediante secuenciacion. Posteriormente se
procedié a transfectar las células Hec1A con el plasmido pcDNAS.1-Firefly luciferasa (Fluc)
usando Lipofectamine TM 2000 (Invitrogen).

Las células HeclA que expresaban Fluc de forma estable (Hec1A-Fluc) fueron
seleccionadas con 350 pg/mL de higromicina B (Invitrogen). De cada clon celular
seleccionado se estudié el nivel de emisién de luz que genera cada clon mediante el kit

Luciferase Assay System (Promega).

1.1 Ensayo de expresion de luciferasa in vitro mediante sistema
IVIS®Spectrum

Para validar la produccién de sefal bioluminiscente en los clones, realizamos un ensayo in
vitro de bioluminiscencia usando [IVIS®Spectrum (Caliper Life Sciences, MA). Para ello se
siembran los diferentes clones de las células Hec1A-Fluc desde 200.000 hasta 196 células
en 50 microlitros de PBS en placas negras de 96 pozos. Como control se afiade un pozo sin
células y con D-luciferina y otro pozo con 200.000 células y sin D-luciferina (Figura 14). Se
anaden 50 microlitros de D-luciferina a cada pozo justo antes de la toma de imagenes. Se
incuba la placa durante 10 min a 372 para incrementar la sefal, posteriormente se toman

imagenes de la placa en el sistema IVIS desde los 9 hasta los 23 minutos.

69



IV. MATERIAL Y METODOS

[ HEC1A-Fluc

CLOMS
CLOMS

CLOW4

CLON4

OOPOOOO®
C000ODOO
COPOOODD 2

Figura 14: Distribucion de las células en los pocillos durante el ensayo de
expresién de luciferasa in vitro.

1.2 Analisis de la morfologia celular de los diferentes clones

El uso de un Unico clon en lugar de una poblacién mixta en la generaciéon del modelo podria
suponer un artefacto para nuestro estudio si el clon seleccionado presentara un
comportamiento diferente a la linea celular original. Aln asi, usamos el clon que emite una
mayor sefal bioluminiscente dado que necesitamos realizar el seguimiento in vivo del
modelo usando la luz que emiten las células viables del tumor.

Se estudia la morfologia celular con microscopia 6ptica para valorar los cambios en el
fenotipo de las células de los diferentes clones en comparacién con la linea parental.

1.3 Ensayo de proliferacion celular

Realizamos ensayos de proliferacién celular usando CellTiter 96® Aqueous One Solution
(MTS) (Promega, Biotech Ibérica, Madrid, Spain), que es un método colorimétrico que
determina el nimero de células viables en proliferacién. Se siembran 500.000 células de la
linea celular parental y de cada uno de los clones estudiados (4, 5, 8 y 9) por triplicado en
placas p96 con medio completo (10%FBS) y se incuban durante 48h. Las medidas se
realizaron siguiendo las instrucciones del protocolo del fabricante.

El andlisis estadistico de los resultados se realiza usando el software SPSS 16.0.
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1.4 Ensayo de invasion Transwell

Los ensayos de invasion celular se realizaron usando el kit de Ensayo de Invasién Celular
CytoSelectTM 24-Well Formato Fluorimetrico (CBA-101-C; Cell Biolabs, Inc, San Diego, CA,
USA). En el transwell se sembraron por triplicado 500.000 células de la linea parental y de
los clones 4, 5, 8 y 9 de las células Hec1A-Fluc con medio no suplementado. En la parte
inferior, donde se encuentra el pozo, se introdujo medio suplementado con 10% FBS para
crear un gradiente de atraccién y conseguir que las células migraran a través de los poros
de 8um del transwell. Después de incubar durante 48h, se recogieron y cuantificaron las
células que habian migrado siguiendo las instrucciones del fabricante.

El analisis estadistico de los resultados se realiza usando el software SPSS 16.0.

2. ANIMALES

La investigacién de este trabajo vinculada al uso de animales de laboratorio se realiza
integramente en el Estabulario del Institut de Recerca del Hospital Universitario Vall
d’'Hebron. El Estabulario cumple con la legislacion vigente y esta registrado en el
Departament de Medi Ambient i Habitatge de la Generalitat de Catalunya con el numero de
registro B9900062. Todos los medios diagndsticos utilizados para el seguimiento de los
ratones (ecografo, sistema IVIS, resonancia magnética) son para uso exclusivo en animales

de experimentacion y se encuentran dentro de las instalaciones del Institut de Recerca.

2.1 Ratones Swiss Nude

Para la generacién de modelos animales se utilizan ratones hembras atimicos Swiss Nude
(Charles River Laboratories INC., Wilmington, MA) de 5 semanas, que se mantienen en
cajas de ventilacién individualizada y bajo condiciones de aislamiento de patdgenos. Se les
administra comida y agua ad libitum. Se respetan condiciones especificas libres de
patdégenos durante las cirugias y el seguimiento de los animales.

La mutacién nude fue descrita por primera vez en 1966 por Flanagan en un laboratorio de
Glasgow, Escocia. Dos anos después se descubrié que un ratdn nude homozigoto no poseia
un timo funcional. La mutacién produce pérdida de pelo y fenotipo albino, y supone un
modelo ideal para el estudio de tumorogenicidad y metastasis. Las caracteristicas de estos

animales son las siguientes:
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¢ Inmunodeficiencia debido al desarrollo defectivo del epitelio timico. Ausencia de
células T, y por lo tanto ausencia de inmunidad mediada por células. Poseen una
respuesta limitada a los antigenos timo-dependientes, y defectos parciales en el
desarrollo de las células B. No existen defectos en los precursores de las células T,
por lo que algunas células T maduras y funcionales pueden encontrarse en el ratén
adulto.

e Numero y funcionalidad normal de células B, macréfagos, NK, células plasmaticas
activadas y actividad del complemento.

e Crecimiento del pelo anormal, debido a unos foliculos pilosos funcionales pero a
defectuoso crecimiento del pelo.

e Elevada incidencia de glomerulonefritis en la edad adulta. Esto es debido a un
depdstito anormal de IgG, IgM, e IgA.

e Baja incidencia de dermatitis, de queratoacantoma y de carcinoma escamoso
cutaneo.

e Elevada incidencia de vascularizacién corneal.

2.2 Ratones BALB-c Nude

Los ratones BALB-c Nude (Charles River Laboratories INC., Wilmington, MA) son ratones
que presentan una mutacion homozigota en Foxninu. Son ratones atimicos con deficiencia
total en la funcién de las células T. Son ratones sin pelo, con una curva de peso inferior a la
del ratén swiss nude para las mismas semanas de vida.

En las Figuras 15 y 16 se representan de forma esquematica las regiones anatémicas del
raton mas directamente implicadas en este trabajo.

Figura 15. Anatomia de los genitales
internos femeninos del raton.

1. Ovario, 2. Trompa de Falopio, 3. Utero, 4.
Vejiga de la orina, 5. Uretra, 6. Vagina, 7.
Clitoris, 8. Vulva.
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Figura 16. Localizacion de los grupos ganglionares en el ratén.

1. Ganglios cervicales superficiales, 2. Ganglios cervicales profundos, 3.
Ganglios mediastinicos, 4. Ganglios axilares, 5. Ganglios braquiales, 6.
Ganglios Pancreéticos, 7. Ganglios renales, 8. Ganglios mesentéricos, 9.
Ganglios inguinales, 10. Ganglios para-aérticos lumbares, 11. Ganglios para-
aorticos sacros, 12. Ganglio ciatico

A. Timo (ausente en ratone Swiss Nude) B. Bazo

La experimentacion y el cuidado de los animales se realiza observando el protocolo del
Consejo Espariol de Cuidado Animal y los estdndares marcados por el Comité ético de
experimentaciéon animal del Institut de Recerca Vall d’'Hebron CEEA 21/08 (Anexo 1).
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3. MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL ENDOMETRIAL

Las muestras tumorales se obtuvieron a partir de piezas quirirgicas de cancer de
endometrio de cirugias de estadificacion que se realizaron por la Unidad de Ginecologia
Oncologica de Hospital Vall d’'Hebron entre los afnos 2008-2010. Las pacientes dieron su
consentimiento informado para la cesién del tejido tumoral sobrante para investigacion
cientifica y almacenamiento en banco de tumor previamente al procedimiento quirtrgico
(Anexo 2).

El tejido uterino en fresco fue evaluado por un patdlogo experimentado para seleccionar la
mejor zona de la cual extraer una pieza tumoral viable para implantar a nivel subcutaneo en
el modelo animal. Posteriormente la pieza seleccionada era transportada en fresco en
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media, un medio que contiene vitaminas, aminoéacidos,
sales y glucosa, sin proteinas ni factores de crecimiento y que requiere suplementacién para
ser un medio “completo”) al 10% de FBS (Fetal Bovine Serum, medio rico en proteinas y
factores de crecimiento) hasta el Estabulario, donde se realiza le implantacién en las

siguientes horas tras la obtencion de la muestra.

Los tejidos implantados a nivel subcutaneo fueron los siguientes:
o Carcinosarcoma: estadio FIGO IB grado histoldgico G3
o Célula clara: estadio IIB grado histol6gico G2
o Endometrioide, se inoculan 8 tejidos que proceden de diferentes pacientes: estadio
IA G2, estadio IB G2, estadio IC G3, estadio IIA G1, estadio IIB G2, estadio 1IB G3
(2), estadio IlIC G3 (usando la clasificacién de la FIGO de 1989 (132))

4. TECNICAS DE IMPLANTACION QUIRURGICA

4.1 Técnicas de implantacién subcutanea

Tras la obtencion del tejido en fresco de la pieza quirlrgica se procede a la realizacién de
implantes subcutaneos en el tejido graso de la nuca.

La cirugia se realiza con sedacion del animal. Se practica una incision de 0,5 cm en la piel
de la nuca del ratdn, se extrae el tejido graso de la zona, y se introduce la muestra de tumor
en el espesor de la grasa de la nuca. Posteriormente se cierra la incision cutanea con puntos
sueltos de Vycril 3/0 y se despierta al animal, realizandose curas topicas con yodo en

funcién de la evolucién de la cicatrizacion. No es preciso suturar el tumor al tejido graso.
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Cuando se comprueba un crecimiento local suficiente del tumor mediante palpaciéon se
procede al sacrificio del animal mediante dislocacion cervical tras sedacion y a la diseccién

del tumor.

De este modo conseguimos:
e Testar la viabilidad del tejido tumoral de origen humano para realizar experimentos
en el animal
e Aumentar el volumen de tejido de que disponemos para realizar los siguientes
experimentos. A partir del tumor obtenido en el modelo subcutaneo se podran
realizar 2 o 3 implantes ortotopicos y otro implante subcutaneo en la nuca para

mantenimiento del tejido tumoral.

4.2 Técnicas de implantacién ortotépica.

Generamos dos modelos ortotépicos diferentes de cancer de endometrio usando dos tipos
de muestra, la linea celular Hec1A vy tejido tumoral endometrioide de paciente, y testando
dos tipos de técnicas de inoculacion diferentes (transmiometrial y transvaginal). Los ratones
son anestesiados con isofluorano al 2% (ABBOT Laboratories, Madrid, Espana), y la parte
inferior del abdomen se desinfecta con alcohol al 70%. Se realiza una laparotomia media
para exposicion del Utero del ratdn. Las células o el tejido se inoculan en este momento en el
cuerpo uterino o los cuernos uterinos. Dado que uno de los principales objetivos de la
generacién de este modelo es la implantacién de las células dentro de la cavidad uterina, se

testan dos técnicas de inoculacién diferentes: inoculacion transmiometrial y transvaginal.

A continuacién se describe el material y las técnicas necesarias para la generacién del

modelo ortotdpico a partir de linea celular Hec1A y tejido tumoral de origen humano.

Modelo ortotépico derivado de linea celular Hec1A-Fluc

1. Modelo ortotépico de inoculacion transmiometrial

Se resuspenden 1x10° de células Hec1A-Fluc en 50 pL de Matrigel (BD Matrigel ™

Basement Membrane Matrix, BD Biosciences, San Jose, CA), y se inyectan directamente
dentro de la cavidad endometrial a través del miometrio, utilizando una jeringa de insulina de
27G (Myjector® 1mL, Terumo, Somerset, NJ) para la inyeccion. La dilatacién de la cavidad
endometrial y la expulsion de una pequefa cantidad del fluido a través de la vagina indican
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que la inoculacién se ha realizado en el lugar adecuado, y que el implante ha ocupado la
cavidad endometrial (Figura 17).

Figura 17. Modelo ortotépico de inoculacion transmiometrial. Laparotomia y
exposicién uterina, inyeccion del indculo suspendido en Matrigel directamente
dentro del Gtero a través de la pared miometrial, cierre de la laparotomia con
puntos sueltos tras finalizar el procedimiento.

2. Modelo ortotépico de inoculacion transvaginal

Se resuspenden 1x10° de células Hec1A-Fluc en 50 pL de Matrigel y se introducen
transvaginalmente mediante un Abbocath® de 24G (ABBOCATH®-T, Venisystems ™,
Hospira Inc, Lake Forest, IL). Se realiza una laparotomia con exposicion del Gtero para
asegurar la correcta localizacion de la punta del catéter en la cavidad endometrial y asi
controlar la inyeccion del tumor. La distension de la cavidad endometrial asegura la
adecuada inoculaciéon de la suspensién celular (Figura 18).
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Figura 18. Modelo ortotdépico de inoculacién transvaginal: laparotomia y
exposicién del tumor, localizacién del orificio vaginal y colocacién de la punta de
la canula dentro de la cavidad uterina. Inoculacién de las células suspendidas
en Matrigel.

Modelo ortotépico derivado de tejido tumoral humano
1. Modelo subcutaneo

Se selecciona un trozo de tejido tumoral en fresco de 1 mm® de la pieza quirtirgica y se
implanta inmediatamente en la regién subescapular de un animal previamente anestesiado,
con el objetivo de generar un modelo animal subcutdneo que nos asegure la viabilidad del
tumor en el animal, asi como con el objetivo de amplificar el volumen tumoral, ya que para
generar el modelo animal ortotépico se precisa un volumen tumoral de unos 1-1.5 cm?® por

raton.

2. Modelo ortotopico de inoculacion transmiometrial / transvaginal

La pieza tumoral obtenida del modelo subcutaneo se rompe mecanicamente para poder ser
inyectada por via transvaginal o transmiometrial del mismo modo que se describe en el
apartado anterior. Dado que el implante en este modelo no es totalmente liquido las agujas
que se usan para inocular a los ratones deben ser mas gruesas. Para generar el modelo
transmiometrial se utiliza una jeringa de 23G (BD Microlance ™ 3, 23G x 1”-Nr. 16) y para el
modelo transvaginal un catéter endovenoso de 18G Biovalve (Vycon, Ref. 106.12, Ecouen,
France) (Figura 19).
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Figura 19: Modelo ortotépico de inoculacion a partir de tejido tumoral
procedente de paciente. Las técnicas de implantacion son similares a las
descritas en las figuras 17 y 18.

5. METODOS DE BIOLUMINISCENCIA (BLI) PARA EL
SEGUIMIENTO DEL MODELO ANIMAL DERIVADO DE
LINEA CELULAR

El Sistema Xenogen® IVIS-200 (Xenogen Corporation, Figura 20) es capaz de capturar
imagenes de bioluminiscencia y fluorescencia de animales vivos. Una habitacion oscura se
acopla a un sistema de camara altamente sensible enfriado a -95°C. Este sistema de
camara es capaz de cuantificar sefales de emisién de unico fotdn originadas dentro de los
tejidos de ratones vivos. Permite tomar imagenes de cinco ratones de forma simultanea y
posee un sistema integrado de gas isofluorano para mantener la anestesia de los animales

durante el procedimiento.
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Figura 20. Sistema Xenogen® IVIS-200 de adquisicion de imagenes bioluminiscentes.

5.1 Bioluminiscencia in vivo

El substrato D-Luciferina (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Espafa) se inyecta
intraperitonealmente (i.p.) en dosis 150 mg/Kg dos minutos antes de que el animal sea
sedado. Posteriormente los animales se sedan, se colocan en la camara de captacién de

imagenes y se adquieren las iméagenes.

El primer control del modelo ortotépico Hec1A-Fluc se realiza entre los dias 0-7 tras la

implantacion de las células transfectadas. Este primer control se realiza para valorar una
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posible dispersién de las células tumorales durante la inyeccion intrauterina, lo que podria
causar la apariciéon de implantes abdominales sin que haya existido previamente un proceso
de infiltracion tumoral del miometrio, asi como para asegurar la presencia de senal pélvica.
En este primer control también podemos determinar la cinética de la D-Luciferina en
nuestro modelo, tomando imagenes cada 2 minutos durante 20 minutos. De este modo
definiremos el minuto mas adecuado tras la inyeccidbn de D-luciferina para captar las

imagenes y comparar los resultados a lo largo del seguimiento.

Posteriormente la imagen se toma semanalmente durante 6-7 semanas para evaluar el
crecimiento ortotopico del tumor y la diseminacion metastasica. Las sefiales abdominales
mas intensas se tapan para poder detectar y cuantificar las sefiales mas débiles que se
originan en las metastasis toracicas. Para cuantificar las sefales, se determinan las
Regiones de Interés (ROIs) para obtener los fotones por segundo (f/s) de dichas regiones.
De esta forma se define la curva de emision de bioluminiscencia a lo largo del tiempo,
que nos permite ver la evolucion de la intensidad de la sefial a lo largo de los dias tras la

inoculacién de las células tumorales, tanto del tumor primario como de las metastasis.

5.2 Bioluminiscencia ex vivo

El dia de finalizaciéon del experimento, previamente a la realizacién de la necropsia, los
animales se inyectan con el substrato D-Luciferina 10 minutos antes del sacrificio del animal.
Durante la necropsia se realiza una evaluacién macroscopica. Se procede a la diseccién de
los 6rganos en el siguiente orden: cerebro, ganglios linfaticos axilares, pulmones, ganglios
linfaticos mediastinicos e inguinales, peritoneo, Utero y anejos, grasa pélvica, ganglios para-
adrticos y mesentéricos, pancreas, bazo, rifiones, higado y diafragma. Cada 6rgano se
sumerge en una soluciéon de D-Luciferina 300 ug/mL PBS y se mantiene en frio hasta la
realizaciéon de la bioluminiscencia ex vivo. Los 6rganos se introducen en la plataforma de
adquisicion de imagenes y se determina la presencia o ausencia de sefal bioluminiscente en
cada uno de ellos. Inmediatamente después los tejidos se limpian de la solucion de D-
Luciferina con PBS (1x) y se introduce en formaldheido al 3.7-4% para proceder a la fijacién

de los tejidos para su examen histolégico.

5.3 Analisis Estadistico de resultados de Bioluminiscencia

La intensidad media de bioluminiscencia, el volumen tumoral medio, y los correspondientes
errores estandares de la media se determinan para cada experimento (SEM). Se usaron

gréaficas de regresion no linear para describir la relacion entre la intensidad de la senal y el
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tiempo tras la inyeccion de las células, el valor de R? es utilizado para determinar la calidad
del modelo de regresién. Todos los analisis y graficas se completaron usando el software
GraphPad Prism 5.

6. METODOS DE SEGUIMIENTO DEL MODELO ANIMAL
DERIVADO DE TEJIDO DE PACIENTE.

En el modelo animal ortotépico derivado de paciente se testé la posibilidad de controlar el
crecimiento del tumor mediante dos técnicas de imagen diferentes, la resonancia magnética
y la ecografia transabdominal. Ademas, semanalmente se valora la vitalidad de los animales
asi como la curva de peso y se realiza palpacion abdominal para valorar la aparicién de

tumor pélvico.

6.1 Resonancia Magnética

Se realiza una resonancia magnética abdomino-pélvica en un animal para evaluar el
volumen tumoral y la factibilidad de realizar esta prueba de rutina en el seguimiento de estos
animales. Para realizarla, el animal debe ser anestesiado e inmovilizado durante un periodo
de tiempo de entorno a 20-30 minutos en una camara fria. Durante este tiempo se captan

las imagenes de resonancia.

6.2 Ecografia transabdominal

Previamente a la necropsia de los animales se realiza un estudio comparativo entre los
diametros del tumor medido por ecografia y el tamano definitivo en la pieza. Se utiliza el
Ecégrafo Modelo Vivid-Q de General Electric, con la sonda transabdominal para animal
pequefio 12L-RS, las medidas son tomadas por un ecografista experto. Se comparan estas
medidas con las tomadas con pie de rey sobre la pieza de histerectomia de la necropsia.
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7. EXAMEN HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

Todos los tejidos fijados se procesan para estudio histologico rutinario con la tincién de
Hematoxilina-Eosina (H&E). Se realizan secciones de 4 pm del bloque de parafina. El
estudio histolégico lo realiza un patélogo experimentado.

Para el estudio inmunohistoquimico las secciones de tejido tumoral primario y metastasico
fueron fijadas con acetona y secadas al aire. Los siguientes anticuerpos se usaron para las
tinciones tisulares: Receptor de Estrégeno (1D5, Dako, Glostrup, Denmark) 1:50; Receptor
de Progesterona (Pgr636, Dako), 1:200; Ki-67 (MIB-1, Dako), 1:100; E-cadherina (NCH-38,
Dako), 1:50; pB-catenina (B-Catenin-1, Dako), 1:100; p53 (DO7, NovoCastra Lab.,
NewCastle,UK), 1:50; MSH 6 (MSH6 44, BD Transduction, Franklin Lakes, NJ), 1:40; MSH2
(G219-1129, BD Transduction), 1:400; MLH1 (G168-15, BD Transduction) 1:40. Las
tinciones se realizaron como se recomienda en los manuales de instruccion de cada
fabricante. Todas las tinciones fueron semi-automatizadas y realizadas mediante Autostainer
Link 48 (Dako) utilizando el sistema de deteccion Flex Dako como recomienda el fabricante.
Las secciones desparafinadas fueron tratadas con calor previamente al procedimiento de
tincion para recuperacién de epitopos usando el sistema PTLink Dako mediante la inmersion
de las secciones de tejido en un buffer de citrato pH6.0 (ER, Ki67, B-catenina) o pH 9.0 (los
otros anticuerpos) en un autoclave a 95° durante 20 minutos. El andlisis inmunohistoquimico
fue realizado por un patélogo experimentado. Se determina el porcentaje de células

tumorales que expresa cada marcador molecular.
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