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RESUMEN

Introduccion: Para el diagnostico de metastasis ganglionar en cancer
cervicouterino se encuentran 3 pruebas: Resonancia magnética, tomografia
computada y PET. En la inmuno-histoquimica existen marcadores para deteccion
de metastasis. Objetivo. Determinar la tasa de deteccion de metastasis
ganglionares por inmunohistoquimica en cancer cervicouterino temprano. Material
y métodos: Se realizd un estudio descriptivo, retrospectivo, en pacientes que
fueron sometidas a Histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica, por cancer
cervicouterino etapas tempranas, con interpretacion histopatologica ganglionar sin
presencia de células neoplasicas, en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes del
periodo de Enero del 2010 — Diciembre del 2017. Se obtuvo la informacién a partir
de los expedientes. Se realizaron inmunohistoquimicas para -citoqueratinas
AE1/AE3. Se realizara un andlisis estadistico en SPSS v. 21 consistente en
estadistica descriptiva. Resultados: Se incluyeron 14 pacientes de edad promedio
50.3+9.6 afos; 7.14% eran menores de 40 afios, 72.43% (n=10) tenian de 40-60
afos y 21.3% (n=3) eran mayores de 60 afios. Al diagndstico el 7.1% tuvieron
etapa clinica IAL, el 0% IA2 y el 92.9% etapa clinica IB. El tamafio medio del tumor
fue 0.21+0.43 centimetros y el promedio de ganglios extraidos fue 8.1+2.4. El tipo
histolégico del tumor: epidermoide en 85.7% de los casos (n=12), adenocarcinoma
en 7.1% (n=1) y otros con 7.1% de los casos. La tasa de positividad fue 0%, el
100% de las muestras ganglionares analizadas fueron negativas para
citoqueratinas. Conclusiones: La tasa de deteccion de micrometastasis en nodos
linfaticos negativos por inmunohistoquimica fue de 0%. Palabras clave:

Metastasis ganglionares, cancer cervicouterino, temprano, inmuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Introduction. For the diagnosis of lymph node metastasis in cervical cancer there
are 3 tests: Magnetic Resonance, computed tomography and PET. In immuno-
histochemistry, there are markers for the detection of metastases. Objective. To
determine the rate of detection of Ilymph node metastases by
immunohistochemistry in early cervical cancer. Material and methods: A
descriptive, retrospective study was performed in patients who underwent radical
hysterectomy plus pelvic lymphadenectomy, for early stage cervical cancer, with
lymph node histopathological interpretation without the presence of neoplastic
cells, in the Hospital de la Mujer de Aguascalientes of the period January 2010 -
December 2017. Information was obtained from the files. Immunohistochemistry
was performed for cytokeratins AE1 / AE3. A statistical analysis will be carried out
in SPSS v. 21 consisting of descriptive statistics. Results: Fourteen patients of
average age 50.3+9.6 years were included; 7.14% were under 40 years old,
72.43% (n = 10) were 40-60 years old and 21.3% (n = 3) were older than 60 years.
At diagnosis, 7.1% had clinical stage IA1, 0% IA2 and 92.9% clinical stage IB. The
average size of the tumor was 0.21+0.43 centimeters and the average of extracted
nodes was 8.1+2.4. The histological type of the squamous cell tumor in 85.7% of
the cases (n = 12), adenocarcinoma in 7.1% (n = 1) and others with 7.1% of the
cases. The positivity rate was 0%, 100% of the ganglion samples analyzed were
negative for cytokeratins. Conclusions: The detection rate of micrometastases in
negative lymph nodes by immunohistochemistry was 0%. Key words: Ganglion

metastasis, cervical cancer, early, immunohistochemistry.
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MARCO TEORICO

Cancer Cervicouterino definicion y epidemiologia

El cancer cervicouterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio del
cuello del utero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras,
habitualmente de lenta y progresiva evolucion, que se suceden generalmente en
estadios. En grado variable evolucionan a displasia severa cuando compromete
s6lo al epitelio superficial y luego a cancer invasor, cuando el compromiso

traspasa la membrana basal. *

El cancer cervicouterino es el cuarto cancer mas comun con 528,000 nuevos
casos al afio y la cuarta causa de muerte por cancer a nivel mundial en el afio
2014 con un estimado de 266,000 muertes. La enfermedad afecta de manera
predominante a mujeres en paises en vias de desarrollo ya que el 70% de los

casos ocurren en areas con niveles bajos o medios de desarrollo humano. 2

Las tasas de incidencia varian considerablemente de pais a pais y es el tipo de
cancer mas frecuente en mujeres en 39 paises entre los que se incluyen paises

del Africa subsahariana, algunas partes de Asia y centro y sudamérica.

En México a partir del afio 2006, el cancer de mama desplaza al cancer cérvico
uterino para ubicarse como la primera causa de muerte por cancer en la mujer.
Anualmente se estima una ocurrencia de 20,444 casos en mujeres, con una
incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres. * En el afio 2013, se registraron
5,405 defunciones en mujeres con una tasa de 16.3 defunciones por 100,000
mujeres. Las entidades con mayor mortalidad por cancer de mama son Coahuila

(24.2), Sonora (22.6) y Nuevo Leén (22.4). ° El cancer del cuello uterino es la



segunda causa de muerte por cancer en la mujer. Anualmente se estima una
ocurrencia de 13,960 casos en mujeres, con una incidencia de 23.3 casos por
100,000 mujeres. En el afio 2013, en el grupo especifico de mujeres de 25 afios y
mas, se registraron 3,771 defunciones en mujeres con una tasa de 11.3
defunciones por 100,000 mujeres. Las entidades con mayor mortalidad por cancer

de cuello uterino son Morelos (18.6), Chiapas (17.2) y Veracruz (16.4). °

Estadios de cancer cervicouterino (describiendo mejor estadios | a IB1)

Estadio IA1 Incluye lesiones diagnosticadas por conizacion cervical, donde la
extensiéon en profundidad de la neoplasia es <3 mm con una extension superficial
de hasta 7 mm. El tratamiento de CaCu en esta etapa es fundamentalmente
quirargico (conservador y radical), dependiendo del deseo de fertilidad de la
paciente y de la infiltracion linfatica y vascular. Para esta etapa clinica se ha
reportado una afectacion ganglionar que varia del 0.1% con invasion al estroma
inferior, a 1 mm y del 0.5% cuando ésta es de 1 a 3 mm. *° Estadio IA2 Incluye
lesiones diagnosticadas por cono cervical, donde la extensién en profundidad de la
neoplasia esta entre los 3 a 5 milimetros, con una extensién superficial hasta de 7
mm. En esta etapa clinica, la presencia de metastasis ganglionares puede llegar
hasta 7%, y las recurrencias a canceres invasores a 3.6%. En cuanto al
tratamiento, si existe el deseo de preservacion de la fertilidad, se puede realizar
una conizacién cervical mas linfadenectomia pélvica, o una traquelectomia radical,
con diseccidn linfatica pélvica, por cirugia abierta o por laparoscopia. Con paridad
satisfecha debera realizarse histerectomia radical modificada con diseccion
ganglionar pélvica por laparotomia o cirugia laparoscépica. *° Estadio Ibl
Corresponde a las lesiones invasoras limitadas al cérvix con dimensiones hasta 4
cm. La tasa de metastasis en ganglios en este tipo de cancer va desde el 15% al
31% segun los estudios. En cuanto al tratamiento, se da radioterapia con
guimioterapia, los tumores <2 cm y con menos del 50% de invasién cervical

pueden ser tratados con histerectomia radical modificada. "®



Tabla 1 Estadios de Cancer Cervicouterino segtn la FIGO **!

Categoria
TNM
TX
TO
Tis
T1
Tla
Tlal
Tla2
T1b
T1bl
T1b2
T2
T2a
T2al
T2a2
T2b

T3

T3a
T3b
T4

N1
M1

Estadio
FIGO

A1

IA2

IB1

IB2

A
A1

[1A2

B

MA
B
IVA

B
VB

Descripcion

El tumor primario no puede evaluarse.

No hay evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ (carcinoma preinvasivo).

Carcinoma limitado al cérvix (no se cuenta la
extension al cuerpo)

Carcinoma invasor diagnosticado soOlo mediante
microscopia.

Invasion estromal < 3 mm en profundidad y < 7 mm de
extension horizontal.

Invasion estromal > 3 mm y < 5 mm en profundidad,
con una extension horizontal <a 7 mm.

Lesion clinicamente visible confinada al cuello uterino
o lesién microscépica mayor que T1la/lA2.

Lesion clinicamente visible < 4 cm en su mayor
diametro.

Lesion clinicamente visible > 4 cm en su mayor
diametro.

Carcinoma cervical que invade mas alld del Utero,
pero no compromete la pared pélvica o el tercio
inferior de la vagina.

Tumor sin invasién de parametrios

Lesion clinicamente visible < 4 cm en su mayor
diametro.

Lesion clinicamente visible > 4 cm en su mayor
diametro.

Tumor con invasion de parametrios, sin llegar a la
pared pelviana.

Tumor que se extiende a la pared pélvica yl/o
compromete el tercio inferior de la vagina y/o causa
hidronefrosis o alteracion de la funcion renal.

El tumor compromete el tercio inferior de la vagina, sin
extensién a la pared pélvica.

El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa
hidronefrosis o alteracion de la funcién renal.
Diseminacion a organos subyacentes

Metastasis en ganglios regionales

Metastasis a distancia



Métodos de deteccion de metastasis ganglionar en CaCu

En la pelvis, el CaCu se extiende hacia los ganglios de los parametrios, a
continuacion, obturadores e iliacos. Aunque no estan incorporados al sistema de
estadificacion de la FIGO, la presencia de N+ es prondstica y terapéutica; con tasa
de sobrevida a 5 afios en pacientes con N+ es 39% a 54% vs. 67% a 92% cuando
los ganglios linfaticos son negativos (N-). En CaCu en etapas tempranas el estado
ganglionar es importante ya que la cirugia primaria no es curativa y requiere
cambiar a un tratamiento a QT-RT. ' Existen varios métodos de deteccién de
metastasis ganglionar en CaCu. A continuacion se mencionan los mas

importantes.
Resonancia magnética

Actualmente, el papel de la RM en Oncologia Ginecoldgica ha evolucionado y es
la modalidad de imagen utilizada en la estadificacion inicial del CaCu. La RM es
superior para valorar los tejidos blandos y delimitacion de los tumores cervicales y
forma parte integral de la estadificacion local de las pacientes con CaCu en paises
desarrollados y es importante en determinar la viabilidad de la cirugia
conservadora, respuesta al tratamiento, deteccién de recidiva, complicaciones,

tratamiento y planificacion de la RT.

El tamafo de los ganglios es el principal criterio que se utiliza para diagnosticar las
metastasis, el umbral mas ampliamente utilizado para considerarlo maligno es 10
mm de diametro del eje corto. Otros criterios incluyen: la forma redonda (ganglios
con diametro de eje corto entre 8 y 10 mm), necrosis central, tejido blando de la
misma sefial de intensidad del tumor dentro de la extension ganglionar y
extracapsular del tumor mas alla de la capsula ganglionar. A pesar de la utilidad
de la RM en el CaCu; utilizando los criterios de tamafio estandar, la sensibilidad
para la deteccion de N+ en la RM es bajo y van de 29% a 86%, debido a la

incapacidad para detectar micrometastasis en ganglios de tamafio normal. *2



Tomografia computada

La TC es una de las técnicas mas populares utilizada para la estadificacion del
CaCu debido a su disponibilidad y a un menor costo en comparacion con otras
técnicas. Al igual que en la RM, la TC identifica las metastasis ganglionares a
través de modificacién en el tamafio de los ganglios. Tiene la ventaja de no ser un
meétodo invasivo. Wu et al realizaron un metanalisis en 2016 para evaluar la RM, la
TC y el PET/CT como métodos de deteccion de metastasis ganglionar en CaCu.
Evaluaron 53 estudios con una poblacion total de 15,479 pacientes. El estudio
demostr6 que aunque el PET/CT fue el estudio con mayor sensibilidad y
especificidad, pero la TC se situé por delante de la RM con una sensibilidad de
52% y una especificidad de 91% para la deteccion de metastasis ganglionares en
CaCu). '

PET/CT

Esta técnica se basa en la administracion de radioisétopos y otro sustrato
metabdlico radionucleido positron especifico, los cuales se acumulan en el sitio de
la lesién, permitiendo esto determinar el metabolismo en las lesiones. El sustrato
mas comunmente utilizado es la F18-deoxiglucosa. Muchos estudios han evaluado
la utilidad de utilizar esta técnica para el diagnéstico de metastasis ganglionar en
pacientes con cancer cervicouterino. Un metandlisis de 2018 evalud 27 estudios
sobre el tema y concluy6 que el PET/CT tiene una sensibilidad de 72% (95% ClI,
0.69 - 0.75) y una especificidad de 96% para el diagnostico de metastasis

ganglionares en pacientes con CaCu. **

Marcadores en inmunohistoquimica (CK AE1/AE3)

En cuanto a la inmunohistoquimica para cancer cervicouterino, muchos
marcadores se han descrito en la literatura. Entre ellos se encuentra p16 (proteina

supresora de tumores y ciclina dependiente de cinasa), proteina E7 (regulacion de

5



la replicacion del DNA del VPH), Ki-67 (marcador de la proliferacién en CIN), p53
(proteina supresora de tumores), e-cadherina (interaccion célula-célula), LRIG3.
Otras proteinas que se expresan en canceres invasores son: CD4, CD44, cmyc,
cox-2, EGFR, p27 y VEGF. *°

Citoqueratina AE1/AE3

La citoqueratina AE1/AE3 es una mezcla de 2 diferentes clones de anticuerpos
monoclonales anti-citoqueratinas. Ambos clones detectan ciertas queratinas de
bajo y alto peso molecular. AE1 es capaz de detectar las citoqueratinas de alto
peso molecular: 10, 14, 15 y 16; ademas AE1 también es capaz de detectar la
citoqueratina de bajo peso molecular 19. El clon AE3 detecta las citoqueratinas de
alto peso molecular 1, 2, 3, 4, 5, 6; ademas es capaz de detectar las citoqueratinas
de alto peso molecular 7 y 8. Al combinar estos 2 reactivos, se incrementa el

espectro de reactividad contra citoqueratinas de alto y bajo peso molecular.

Debido a su amplio espectro de deteccion de citoqueratinas, el CK AE1/AE3 se ha
utilizado como apoyo para la deteccién por HIC en muchos carcinomas, ya que

estos expresan un espectro variable de las mismas. *°

En cuanto al cancer de cervix, se ha visto que este expresa una gran variedad de
estas proteinas segun el tipo histolégico, por lo que CK AE1/AE3 es capaz de
identificarlas y ayudar en el diagndstico del tipo de tumor asi como de las

metastasis ganglionares. *’



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Smedts et al realizaron un estudio para evaluar la expresion de queratinas en el
cancer cérvicouterino. Para ello utilizaron un panel de 21 anticuerpos
monoclonales y 2 policlonales capaces de detectar 11 subtipos de queratina. Los
autores realizaron la evaluacion inmunohistoquimica con estos anticuerpos en 16
muestras de carcinoma de células escamosas, 9 adenocarcinomas y 3 carcinomas
adenoescamosos. Los resultados mostraron que el fenotipo queratinizante del
carcinoma de células escamosas tuvo una compleja expresion de queratinas: 4, 5,
6, 8, 13, 14, 16, 17, 18, 19 y ocasionalmente queratina 10. La variedad no
queratinizante expresé las queratinas: 6, 14, 17 y 19 en todos los casos,
usualmente las queratinas 4, 5, 7, 8, y 18; y algunas veces las queratinas 10, 13,
16. Los adenocarcinomas expresaron las queratinas: 8, 17, 18 y 19, la queratina
14 estuvo presente en algunos casos. Debido a los patrones ya mencionados
puede observarse que los anticuerpos CK AE1/AE3 son capaces de detectar una
gran cantidad de las queratinas expresadas por el CaCu, por lo que su uso puede

ser (til para detectar metastasis en ganglios. *®

Lee et al realizaron un estudio para evaluar la expresion de citoqueratina 7 'y 19 en
la neoplasia intraepitelial cervical de alto grado y en el carcinoma de células
escamosas Yy su posible asociacién con carcinogénesis. El estudio incluyé 25
casos de neoplasia intraepitelial de alto grado CIN3 y 30 casos de carcinoma de
células escamosas. Las muestras fueron tomadas de estudios en los que se
realizé biopsia por conizacion, procedimiento de escision con asa electroquirdrgica
y de histerectomias. Para analizar la presencia y el patron de CK, se realizé
inmunohistoquimica con anticuerpos anti CK7, anti CK19 y anti pl6. Los
resultados mostraron que CK7, CK19 y P16 fueron positivos en todos los casos de
CINS. Para CK7, el 48% mostré un patrén en parches y el 52% de las muestras un
patrén difuso. En cuanto al carcinoma de células escamosas, CK7 fue positivo en
67% de las muestras. El patrén parcheado se observo en 43% de las muestras
positivas y el difuso en el 57% restante. Esto demostro que CK7 esta presente en
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el CCE de cérvix y que la inmunohistoquimica con CK AE1/AE3 podria ser capaz

de detectarlo en una muestra para evaluar metastasis en ganglios. *°

Wang et al realizaron un estudio para detectar micrometastasis por deteccion de la
expresion de citoqueratina 19 en ganglio centinela en pacientes con estadio
temprano de céncer cervicouterino. Para ello se estudiaron 125 biopsias de
ganglio centinela de 46 pacientes con estadios tempranos de CaCu. La CK 19 se
determiné mediante IHC y RT-PCR. Las técnicas convencionales histopatologicas
determinaron 14 metastasis en biopsias de 11 de los 46 pacientes. La expresion
de CK 19 y la RT-PCR fueron realizadas en las 125 muestras. Como control se
utilizaron muestras de 9 pacientes con tumor confirmado y 5 de pacientes sin
tumor. Al aplicarles las técnicas convencionales, la RT-PCR y la HIC para Ck 19,
todas las metastasis fueron positivas y todos los controles negativos fueron
negativos como era esperado. De los 35 pacientes sin  presencia de
micrometastasis por técnicas convencionales, la tasa de deteccion por RT-PCR
fue de 42.5% y de 20% por IHC. Esto demostré que la RT-PCR y la IHC para CK
19 son mas especificas para la deteccion de micrometastasis en ganglios en
pacientes con estadios tempranos de CaCu que las técnicas convencionales. %°

Baghla et al realizaron un estudio para evaluar la expresion inmunoquimica de la
citoqueratina 5 y 6 en diferentes canceres ginecologicos. El estudio incluyé 40
muestras de pacientes con canceres ginecoldgicos. Veinte de estas muestras
corresponden a cancer de cuello uterino, 10 de endometrio y 10 de ovario. Todas
las muestras fueron sometidas a tinciébn con HE y con anticuerpos anti CK 5/ 6.
Los resultados mostraron que en los canceres de cuello uterino el tipo histoldgico
mas frecuente fue el carcinoma escamoso no queratinizante, seguido del subtipo
queratinizante y el de células pequefas. La IHC revel6 que las 20 muestras fueron

positivas para estas citoqueratinas (aunque en distintos grados).?*



JUSTIFICACION

Magnitud e Impacto

Se estima que el cancer cervicouterino ocupa el cuarto cancer mas comun a nivel
mundial con 528,000 casos nuevos por afio, representando la segunda causa de
muerte en las mujeres. En nuestro pais en el 2016 se posiciond como la primera
causa de muerte en mujeres en edad reproductiva. Actualmente se estima que
existen 20,444 casos, presentando una incidencia de 35.4 casos por 10,000
mujeres. Tan solo en el 2013 se registraron 5,405 defunciones de mujeres por
esta causa, con una tasa de 16.3 defunciones por 10,000 mujeres. Las entidades
con mayor mortalidad por cancer de cuello uterino son Morelos (18.6), Chiapas
(17.2) y Veracruz (16.4 x 10,000 mujeres).

Trascendencia

La realizacion del presente estudio permitira determinar la tasa de deteccion de
metastasis  ganglionares en cancer cervicouterino  temprano  por
inmunohistoquimica en las pacientes del Hospital de la Mujer de Aguascalientes.
También permitira determinar el tipo histologico del tumor, tiempo de seguimiento
y el estado vital de las pacientes; asi mismo, al conocer la frecuencia de
metastasis ganglionar por inmuno-histoquimica se podra saber si aln en etapas
tempranas existen micrometastasis o invasion ganglionar. En caso de detectarse
metastasis ganglionares en estadios clinicos tempranos, se apoyara el uso de
inmunohistoquimica para la deteccion temprana de estas y al tratarse de forma
temprana podria reducirse la mortalidad de las pacientes o mejorarse su

prondstico.



Factibilidad

Serd factible llevar a cabo el presente proyecto porque, no se requieren de
recursos adicionales a los ya destinados a la atencién de las pacientes, solo se
requerira obtener informacion de sus expedientes, y realizar las pruebas por
inmuno-histoquimica que seran costadas por el investigador. También, se podra

llevar a cabo porque se tiene la capacidad técnica para realizarlo.

Vulnerabilidad

El presente estudio es posible de realizar porque basta con obtener informacion
clinica e histopatoldgica, y posteriormente analizarla para responder a la pregunta

de investigacion y los objetivos del proyecto.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pregunta de Investigacion

¢Cual es la tasa de deteccion de metastasis ganglionares por inmuno-

histoquimica en cancer cervicouterino temprano?

HIPOTESIS

La tasa de deteccion de metastasis ganglionares por inmuno-histoquimica en

cancer cervicouterino temprano es de 10%.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la tasa de deteccion de metastasis ganglionares por inmuno-

histoquimica en cancer cervicouterino temprano.

Objetivos Especificos

1. Describir la etapa clinica y el estado hormonal de los pacientes.

2. Conocer el tamafio tumoral y el total de ganglios disecados.

3. Determinar el tipo histolégico del tumor.

4. Determinar el tiempo de seguimiento y el estatus vital de las pacientes.

6. Conocer la frecuencia de metastasis ganglionar por inmuno-histoquimica.

7. Comparar la frecuencia de metastasis y la tasa de sobrevida segun la presencia

0 ausencia de metastasis ganglionar.

MATERIAL Y METODOS

Disefio de la investigacion

Se realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo, tipo serie de casos.
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Universo de estudio

Pacientes mayores de 18 afios, con diagndstico de cancer cervicouterino etapa
temprana, que fueron sometidas a histerectomia radical mas linfadenectomia

pélvica, en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes.

Periodo del estudio

Enero del 2010 a Diciembre 2017.
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Definicién y operacionalizacion de las variables de estudio

A continuacion, se definen y operacionalizan las variables de estudio.

Variable
Edad

Género

Estado hormonal
Etapa clinica
Numero de ganglios
disecados

Tamano tumoral

Status

Seguimiento

Histologia

Definicion

Tiempo en afos que ha
trascurrido desde el
nacimiento.

Diferencia fisica y
constitutiva del hombre y la
mujer.

Premenopausica
Posmenopausica

Estadio al diagndstico de
acuerdo a la clasificacion
TNM.

Total de ganglios extraidos
durante la cirugia para el
analisis histopatoldgico.
Dimensiones del tumor en
mm

Situacion vital de la paciente
al momento del dltimo
seguimiento

Tiempo que se dio
seguimiento a la paciente
hasta la ultima consulta
Subtipo histolégico del tumor

Categoria

ARos

Masculino
Femenino

Si

No

IA, IAL, IA2, IB,
IB1

Numero

mm

Viva sin
enfermedad
Viva con
enfermedad
Defuncién
Meses

Epidermoide

Tipo de Variable A. Estadistico

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal
Cualitativa
ordinal

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
discreta
Cualitativa
nominal

Cuantitativa
discreta

Cualitativa

Media, desviacion
estandar

Frecuencias,
porcentajes

Frecuencias,
porcentajes
Frecuencias,
porcentajes

Media, desviacion
estandar

Media, desviacion
estandar
Frecuencias,
porcentajes

Media, desviacion
estandar

Frecuencias,
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Inmuno-histoquimica
para CK- AE1/AE3

de acuerdo al analisis
histopatolégico

Resultado de la
inmunohistoquimica para
citoqueratina AE1/AE3 en los
ganglios extirpados

Adeno-carcinoma
Otro

Positiva
Negativa

nominal

Cualitativa
nominal

porcentajes

Frecuencias,
porcentajes
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SELECCION DE LA MUESTRA

Tamano de la muestra

Se realiz6 un muestreo no probabilistico de casos consecutivos. Por conveniencia
se incluyeron tipo serie de casos todos los casos de pacientes que cumplieron los
criterios de seleccion durante el periodo de estudio.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

e Casos de pacientes mayores de 18 afios.

¢ Que fueron sometidas a histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica

e En quienes se diagnosticd cancer cérvico-uterino (CaCu) en etapas
tempranas (Estadios la y Ib).

e Con interpretacion histopatolégica ganglionar sin presencia de células

neoplasicas.

Criterios de no inclusion

e Casos de pacientes con informacion clinica incompleta, sin reporte
histopatolégico o cuyos bloques de parafina se hubiesen extraviado o no se

encontraban en condiciones para el analisis de inmunohistoquimica.

Criterios de eliminacion

¢ No aplica por ser un estudio retrospectivo.
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RECOLECCION DE INFORMACION

Descripcion del estudio

Tras la autorizacion del protocolo, se revisaran los expedientes de las pacientes
que cumplan con los criterios de seleccién, no es necesario la carta de
consentimiento informado por tratarse de un estudio retrospectivo. Se obtendra la

siguiente informacion de interés:

Edad, etapa clinica, nUumero de ganglios disecados, tamafio tumoral, status vital,
tiempo de seguimiento, resultado histopatologico, estado hormonal del tumor y
resultado de la inmunohistoquimica para CKAE1/AE3.

Tras la captura de los datos, se realizara el andlisis estadistico en SPSS v. 21y se

presentaran los resultados en forma de tesis.

Inmunohistoquimica para CKAE1/AE3

Se realizara la inmunohistoquimica para la deteccion de las proteinas
citoqueratinas AE1/AE3 (CKAE1/AE3), las cuales son un marcador de células
epiteliales metastasicas que pueden detectar metastasis de alin poco numero de

células. El procedimiento para ello, se describe brevemente a continuacion.

Se procederd a realizar cortes histolégicos a 2 micras, seguido de la recuperacién
antigénica con sustrato de sodio a 0.1%, pH 6.2. Posteriormente, se inactivara la
peroxidasa endégena con H,;O, a 0.2% efectuando los lavados con agua
destilada. Posteriormente, las laminillas se dejaron en reposo durante cinco
minutos en amortiguador de fosfatos. Enseguida el tejido se incubara durante 45

minutos con los anticuerpos primarios marca Dako (citoqueratina AE1/AE3 en
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dilucion 1:50); se utilizara el sistema MACH 1 durante 15 minutos para visualizar la
reaccion utilizando 3,3’-diaminobenzidina-H,O, (ambos de Biocare Medical) como
sustrato bajo el microscopio. Finalmente, se visualizaran las laminillas bajo el
microscopio para determinar si son positivos los ganglios para el marcador de

metéstasis (citoqueratina AE1/AE3).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el paquete estadistico SPSSv. 21 para el procesamiento de los datos, en
el cual se realiz6 el analisis estadistico descriptivo. Por la naturaleza del estudio

no se realiz6 estadistica inferencial.

El analisis descriptivo consisti6 en frecuencias y porcentajes para variables
cualitativas nominales u ordinales. Para las variables cuantitativas se utilizaron la

media, la desviacidén estandar y el rango.

Se utilizaron tablas y graficos para presentar la informacion.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este trabajo de investigacidon se llevé a cabo de acuerdo al marco juridico de la
Ley General en Salud que clasifica la investigacion como sin riesgo, dado que se
trata de un estudio observacional tipo serie de casos, en el cual las unidades de

observacion fueron los bloques de ganglios linfaticos embebidos en parafina.

También, el estudio se apeg6 a los principios éticos para investigaciones médicas
en seres humanos establecidos por la Asamblea Médica Mundial en la declaracion
de Helsinki (1964) y ratificados en Rio de Janeiro (2014).
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El protocolo fue sometido a evaluacion y aprobacion al Comité Local de Bioética e

Investigacion.

Se hizo uso correcto de los datos y se mantuvo absoluta confidencialidad de los

mismos.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos materiales

e Se utilizaron impresora, hojas, copias, lapices, borradores y carpetas.
e Se compraron anticuerpos anti- CK- AE1/AE3, y los demas reactivos y

materiales necesarios para la inmuno-histoquimica.

Recursos humanos

e Tesista: Dr. José de Jesus Oswaldo Yafez Torres
e Asesor Clinico: Dr. Antonio Cruz Rodriguez

e Asesor Metodoldgico: Dr. Francisco Javier Serna Vela.

Recursos financieros

La papeleria fue proporcionada por los investigadores. Los anticuerpos anti- CK-
AE1/AE3, y los demas reactivos y materiales necesarios para la inmuno-
histoquimica, que fueron financiados por Tesista, el Asesor Clinico y el Dr. José

Cruz Torres Lucatero del Laboratorio Biopath México.
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Factibilidad

Este estudio se llevd a cabo porque se tuvo el acceso a los expedientes de
pacientes y los bloques de ganglios en parafina para la realizaciéon de las
imnunohistoquimicas. Ademas, se conto con la capacidad técnica para llevarlo a

cabo.

19



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

A continuacion, se presenta el cronograma de actividades.

Cronograma de actividades - _

Agosto- Octubre- Diciembre 2018 Enero 2019 Febrero de 2019
Septiembre Noviembre
2018 2018
1.- Busqueda
bibliogréfica
2.- Diseiio del
protocolo

3.- Aprobacion del
protocolo

4.- Ejecucion del
protocolo y
recoleccion de datos

5.- Andlisis de datos
y elaboracion de tesis
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas de las pacientes

En el periodo de estudio un total de 17 pacientes fueron diagnosticadas con
cancer cérvico-uterino (CaCu) etapas tempranas (IA1 y IB1) y fueron sometidas a
histerectomia radical mas linfadenectomia pélvica, en el Hospital de la Mujer de
Aguascalientes. De estas, 14 pacientes se incluyeron en el andlisis final porque 3
pacientes no contaron con bloques de tejido tumoral en parafina para la

realizacion del andlisis inmunohistoquimico (Figura 1).

La edad promedio de las pacientes fue 50.349.6 afios (edad minima de 32 afios y
maxima de 67 afos). El 7.14% (n=1) de las pacientes eran <40 afios, el 71.43%
(n=10) tenian de 40-60 afos y el 21.43% (n=3) eran >60 afos (Figura 1).

80

60

40

Porcentaje

20

<40 afnos 40-60 afnos >60 afos
Grupos de edad

Figura 1. Distribucion de las pacientes por grupos de edad.
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Etapa clinica del tumor al diagndéstico

La etapa clinica del tumor al diagndstico fue evaluada de acuerdo a la clasificacion
TNM, encontrando que el 7.1% tuvieron etapa clinica 1AL, el 0% IA2 y el 92.9%
etapa clinica IB1 (Figura 3).

100.0% 92.9%
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
7.1%
0,
00y N 0.0%
1A1 |1A2 IB1

Figura 2. Etapa clinica al diagndéstico de los pacientes con CaCu.

Estado hormonal de las pacientes al diagnostico

Al evaluar el estado hormonal de las pacientes al diagndstico fue premenopausica
en el 64.29% de las pacientes y post-menopausica en el 35.71% de las pacientes
(Figura 3).
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Figura 3 Distribucion de las pacientes por estado menopausico.

Tamafio del tumor y reseccion linfatica

Se evaluaron las caracteristicas del tumor en las pacientes incluidas. En primer
lugar, el tamafio medio del tumor fue 0.21+0.43 centimetros; mientras que el
promedio de ganglios disecados y extraidos fue en promedio 8.1+2.4 (minimo 5y
maximo 14). Un histograma de la distribucion de las pacientes segun el nUmero de
ganglios extraidos se presenta en la Figura 4. A la mayoria de las pacientes se les

extrajeron entre 5y 10 ganglios (Figura 4).
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Histograma

4
Mean = 8.08
Std. Dev. = 2.431
N=13

Frecuencia (n)

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

No. ganglios disecados

Figura 4 Distribucion de las pacientes segun el numero de ganglios extraidos.

Tipo histolégico

También, se evalu6 el subtipo histologico del tumor en las pacientes con CaCu
temprano, encontrando que el subtipo mas comun fue el epidermoide, que
represento el 85.7% de los casos (n=12), seguido del adenocarcinoma con 7.1%
(n=1) de los casos y otros con 7.1% de los casos (n=1; Figura 5).

Resultados de lainmuno-histoquimica

Se realizaron las inmunohistoquimicas anti- CK-AE1/AE3 para detectar la
presencia de micrometastasis en las pacientes con CaCu temprano cuyo resultado

histopatolégico convencional fue negativo para metastasis. La tasa de positividad

24



fue 0%, el 100% de las muestras ganglionares analizadas fueron negativas para
citoqueratinas (Figura 6).

Histopatologia

100
80
®
S 60
£
o
S 40
20 3
0

Epidermoide Adenocarcinoma Otro

Histopatologia

Figura 5 Subtipo histolégico identificado en las pacientes con CaCu temprano.

Positiva

Negativa

Indeterminado

Figura 6 Resultado de las inmunohistoquimicas para citoqueratinas (en las
pacientes con CaCu temprano.
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En la Figura 7, se presentan imagenes del resultado de una inmunohistoquimica
anti- CK-AE1/AE3 que fue negativa y un control positivo (Panel B).

Figura 7 Inmunohistoquimica de nodos linfaticos resecados. Panel A. Nodo
linfatico sin evidencia de metastasis en la inmunohistoquimica de una de las
pacientes. Panel B. Nodo linfatico con evidencia de metastasis (color café) en la
inmunohistoquimica (control positivo).

Tiempo de seguimiento y estado actual de las pacientes

Las pacientes tuvieron un seguimiento promedio de 38 +20.6 meses, con un
minimo de 16 meses y un maximo de 74 meses. Al momento del ultimo
seguimiento, el 92.9%(n=13) de las pacientes vivian sin enfermedad y el 7.1%

(n=1) vivian con enfermedad (Figura 8).

26



100

80

60

Porcentaje, %

40

20

Viva sin enfermedad Viva con enfermedad

Status actual

Figura 8 Estado vital al Gltimo seguimiento de las pacientes.
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DISCUSION

En el presente estudio se determind la tasa de deteccibn de metastasis
ganglionares por inmuno-histoquimica en pacientes con cancer cervicouterino
temprano, estadios IA a IB1, que tuvieron un resultado histopatologico negativo
para metéstasis con tincion convencional de hematoxilina y eosina. A partir de los
bloques de parafina se realizO una inmunohistoquimica para detectar
citoqueratinas AE1/AE3 (CKAE1/AE3), las cuales son un marcador de células
epiteliales metastasicas que pueden detectar metastasis de aun poco numero de

células.

Sin embargo, no se detectaron casos de micro-metastasis entre las 14 muestras
de nédulos linfaticos evaluadas. Aunque, la inmuno-histoquimica tiene una alta
sensibilidad y superior a la histologia convencional para la deteccién de antigenos
o marcadores de micrometastasis, no es una técnica 100% sensible dado que se
realizan microcortes (3 um) en la muestra de tejido y podrian no detectarse en
todos los casos micro-metastasis existentes.?” Asi mismo, al realizarlos a partir de
blogues de parafina, puede haber enmascaramiento de epitopes que aun con el
uso de técnicas de desenmascaramiento de antigenos pudiesen impedir la

deteccion de verdaderas metastasis en la muestra evaluada. 2

De hecho, en el presente estudio, a pesar de no haberse detectado
micrometastasis por inmunohistoquimica, una paciente presentaba la enfermedad
aun al momento de la ultima consulta (a 28 semanas de seguimiento) en
comparacion con pacientes que tenian menos meses de seguimiento, lo que
podria significar que no habia tenido respuesta al tratamiento o que no se

detectaron micrometastasis a pesar del uso de la inmuno-histoquimica.
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La deteccion de citoqueratinas fue seleccionada en el presente estudio dado que,
estas han demostrado expresarse en células metastdsicas de carcinoma de
células escamosas y adenocarcinoma de cancer de cérvix (los dos subtipos

histolégicos més frecuentes en el presente estudio). *

Estudios previos como el realizado por Wang y cols. han reportado que el uso de
inmuno-histoquimica mejora la tasa de deteccion de micrometastasis por
histologia convencional; no obstante, en el presente estudio no se detecto
positividad para citoqueratinas por inmunhistoquimica, pero podria deberse a que
el tamafio de muestra fue modesto. De hecho, se ha reportado que, la
inmunohistoquimica incrementa un 20% la tasa de deteccion de micrometastasis

en comparacion con la histologia convencional. %°

Lentz y cols. analizaron nodos linfaticos de 132 pacientes con CaCu en estadios
tempranos por inmunohistoquimica para citoqueratinas AE-1, encontrando que, el
15% de las muestras fueron positivas para micrometastasis, una tasa similar a la
gue representan los casos de recurrencia, sugiriendo que los casos de recurrencia
podria ser resultado de micrometastasis no detectadas por histologia

convencional.?*

Por su parte, Juretzka y cols. encontraron una tasa de deteccion de
micrometastasis por inmunohistoquimica de 8.1% en nodos linfaticos negativos
para metastasis por histologia convencional. La mitad de estos pacientes con
micrometastasis presentaron recurrencia. Lo que sugiere que la deteccion por
inmunohistoquimica de micrometastasis en ganglios linfaticos pélvicos podria ser

util para identificar a las pacientes que necesitan quimiorradiacién adyuvante. 2
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La no deteccion de micrometastasis, también podria deberse a que no se identificd
el ganglio centinela en la paciente que presentd recurrencia, ya que se ha
demostrado que la tasa de deteccion cuando no se cuida la identificacion correcta
del ganglio centinela la tasa de deteccion de micrometastasis puede ser 0%, de

acuerdo a lo reportado por Okamoto y colegas. %

Seria ideal en el futuro implementar técnicas de deteccion mas sensibles que la
histologia convencional e inmunohistoquimica, como la PCR en tiempo real (RT-
PCR). Dado que, la RT-PCR incrementa la tasa de deteccion de micrometastasis
un 42% de acuerdo con algunos estudios, se recomiendan estudios posteriores
para determinar si es posible la deteccidbn de micrometastasis en pacientes con

cancer cérvicouterino temprano. %

30



CONCLUSIONES

El subtipo histolégico mas comun fue el epidermoide seguido del adenocarcinoma.

La tasa de deteccion de micrometastasis en nodos linfaticos negativos para cancer

por inmunohistoquimica fue de 0%.

Todas las pacientes sobrevivieron hasta el ultimo seguimiento, el cual fue de 16-
74 meses. Solamente una paciente tuvo recurrencia, aunque no fue posible

detectar micrometastasis en su tejido linfatico por inmunohistoquimica.

Dado que otras técnicas como la RT-PCR son mas sensibles para la deteccidén de
micrometastasis, se recomienda su uso en futuros estudios para determinar si se
puede mejorar la sensibilidad de deteccibn de micrometastasis en cancer

cérvicouterino en etapas tempranas.
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