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Resumen

Objetivos: Estudiar la proliferacién tumoral en el carci-
noma de cérvix y su relacién con el proceso de apoptosis
tumoral y con factores clasicos de prondstico, asi como
con la supervivencia.

Material y métodos: Se han incluido 137 pacientes tra-
tadas y seguidas en nuestra institucion. La proliferacién
fue estimada mediante inmunotincién frente a Ki67 (clon
Mib-1). En tinciones de hematoxilina-eosina se determi-
naron la apoptosis y mitosis. Se trataron 99 pacientes
mediante irradiacion radical = quimioterapia (72%). En
37 casos (28%) el tratamiento fue la cirugia. Una pa-
ciente sdlo recibi6 tratamiento paliativo.

Resultados: La fraccién de crecimiento tumoral estima-
da mediante Ki67 esta estrechamente relacionada con la
apoptosis (p<0,027). La fraccién de crecimiento es
mayor en epidermoides (53%) que en adenocarcinomas
(48%), al igual que entre tumores con/sin adenopatias
(50,55% vs 32,75%), sin alcanzar significacion esta-
distica. No se observo relacion con la supervivencia. Sin
embargo, tumores con fraccién de crecimiento mayor de
23% tenian una tendencia a peor control local (p<0,09).
Conclusion: La proliferacion tumoral estimada mediante
Ki67 muestra una estrecha relacién con la apoptosis, de
forma que esta Gltima modula el papel pronéstico que en
cuanto a control local tiene la proliferacion.

Palabras clave: Cancer de cérvix. Apoptosis. Prolifera-
cién. Ki67.

Summary

Aims: To study tumor proliferation in cervix uterine carci-
noma and the relation with tumor apoptosis and with the
classic prognostic factors, and also with survival.

Material and methods: One hundred and thirty seven
patients, treated and followed-up in our institution, were
included in this study. Tumor proliferation was estimated
by inmunostaining against ki67 (Mib-1 clon).
Hematoxiline-eosine staining were used to determine tu-
mor apoptosis and mitosis. Ninety nine patients were
treated by radical radiotherapy + chemotherapy (72%).
Radical surgery was the treatment in 37 cases (28%).
One patient was treated with palliation intention.

Results: Tumor growth fraction estimated by ki67 is
correlated with apoptosis (p<0.027). Tumor growth

fraction is higher in epidermoid tumors (53%) than
adenocarcinomas (48%). The same relation is observed
in patients with/without pelvic adenopaties (50.55% vs
32.75%), without reaching statistical significance. No
relation with survival was observed. However, tumors
with growth fraction higher than 23% had a tendency to
worse local control than those with lower growth fraction
(p<<0.09).

Conclusion: Tumor proliferation estimated by ki67 shows
a strong relation with tumor apoptosis. Apoptosis also
regulates the prognostic value of tumor proliferation in
local control of cervical carcinomas.

Key words: Cervix uterine carcinoma. Apoptosis. Tumor
proliferation. Ki67

Introduccioén

El carcinoma invasivo de cérvix continda siendo una
enfermedad frecuente en nuestro medio?, siendo el
estadio clinico el factor pronéstico independiente mas
relevante en la mayoria de estudios realizados?*. Sin
embargo, tumores con igual estadio y que reciben
igual tratamiento presentan evoluciones diferentes.
Existen, por tanto, otros factores dependientes de
las caracteristicas del tumor, que estan adquiriendo
importancia en los Gltimos afios y estan siendo moti-
vo de estudio.

El cancer es consecuencia de una proliferacion
incontrolada de células con anomalias en su mate-
rial genético. Las células aberrantes que escaparon
a los mecanismos que tiene el organismo para evitar
la enfermedad, no fueron eliminadas por apoptosis y
perpetuaron las anomalias en su descendencia. Es-
tas células andmalas proliferan mas de lo que mue-
ren, lo que da lugar al crecimiento tumoral®. La ca-
pacidad proliferativa ha sido relacionada con la pro-
gresion y la supervivencia en gran variedad de tumo-
res”®. La cuantificacion de la proliferacion tumoral
se puede realizar por varios métodos, incluyendo la
tincion con hematoxilina-eosina (IM), inmunchisto-
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guimica (ki67, PCNA), y la citometria de flujo con
técnicas de marcado con bromodeoxiuridina (BrdUrd).
El antigeno nuclear ki67 es una proteina que se ex-
presa en las células en todas las fases del ciclo,
excepto en GO, por lo que representa una estima-
cién de la fraccion del crecimiento tumoral (Figura
1). La relacion entre proliferacion tumoral (medida
mediante la expresion de ki67) y la extension tumoral
(local, ganglionar), el grado histolégico y la supervi-
vencia, se ha estudiado en carcinoma de cérvix con
resultados controvertidos (Tabla 1).

El objetivo de este estudio es estudiar la prolifera-
cién tumoral y conocer la relacion que tiene con el
proceso de apoptosis tumoral y con los factores cla-
sicos de prondstico, asi como con la supervivencia.

Material y métodos

Se han incluido 137 pacientes diagnosticadas de
carcinoma infiltrante de cérvix entre diciembre-1977
y abril-1999. Se han revisado de forma retrospecti-
va las historias clinicas de todas las pacientes, sien-
do evaluadas hasta la Gltima revision o hasta su fa-
llecimiento, con un seguimiento medio de las pa-
cientes vivas de 35,6 meses (1-146).

La evaluacion pretratamiento consistio en historia
clinica, exploracion fisica general y ginecoldgica
(especuloscopia, tacto vaginal y rectal), hemograma,
bioquimica renal y hepatica, y Rx de térax. Se reali-
26 TAC abdomino-pélvico con contraste para evaluar
la extension local y a 6rganos vecinos. La cistoscopia
y rectoscopia se realiza en caso de sospecha de afec-
tacion vesical o rectal. El tamafio tumoral se midié
mediante examen pélvico bimanual. En todos los casos
se obtuvo confirmacién histoldgica por biopsia. Esta
biopsia conservada en parafina se utilizé también para
realizar las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ).
Las pacientes se estadiaron clinicamente segin la
clasificacion de la FIGO vigente. El tratamiento

mayoritariamente realizado fue la irradiacién con o
sin quimioterapia concurrente (99 pacientes; 72%
de todos los casos). Las pacientes sometidas a ciru-
gia radical asociada o no a irradiacion postoperatoria
(37 casos) representan el 28% restante. En una pa-
ciente se realizé tratamiento exclusivamente paliati-
vo. Las caracteristicas de la serie se resumen en la
Tabla 2.

Inmunohistoquimica

Para la realizacion de las distintas técnicas, se obtu-
vieron secciones de 4 micras a partir de los blogues
de parafina, que se montaban en cristales polisinados.

Para la determinacién de la fraccién de crecimiento
tumoral mediante expresion de Ki67, se desparafinan
las laminillas mediante pases de xylol y etanol a dis-
tintas concentraciones (100%, 70%, 50%), 10 mi-
nutos cada pase. Posteriormente se lavan en agua
destilada, y se procede a la rehidratacion de las
muestras, sumergiéndolas en una solucion citrato (3
minutos a partir de la ebullicion de la solucién). Tras
el lavado de las muestras con agua destilada, se
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Grado histolégico

Extension local Supervivencia

N° Ptes
Wong (1991)° Si
Cole (1992)° No
Garzetti (1995)* ... No
Levine (1995)*?
Oka (1996)2 Si*
Camacho (1997)* Si*

Nakano (1998)*°
Pillai (1998)° ...

No No

Si Peor

No

No No

No No
Mejor
Mejor

*Grado2vs 3

Figura 1.

IHQ de ki67. Expresion
de ki67 (tincion nuclear)
mediante técnica

de inmunohistoquimica
(clon MIB-1)

Tabla 1.

Relacion entre
proliferacién

(estimada mediante
ki67) factores pronosticos
clasicos y supervivencia
en carcinoma de cérvix
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Tabla 2.
Caracteristicas
generales de la serie

N Casos (%)

Estadio

IB 46 (34)
1] 67 (50)
I 19 (14)
v 2 (1)
Desconocidos 3
Tipo histolégico

Epidermoide 114 (84)
Adenocarcinoma 22 (16)
Desconocidos 1
Grado histolégico

I 14 (11)
1] 56 (48)
I 48 (41)
Desconocido 19

Tamafio tumoral (cm)

N=81 4.39+ 1.44 (1-8); mediana 4
Ganglios (N= 72)

Negativos 62 (86)

Positivos 10 (14)

Edad (afios)

N=121 52.44+ 14.42 (27-89); mediana 51
Tratamiento

RT = QT 99 (72)

Cirugia = Radioterapia 37 (28)

No tratamiento 1

luida en solucién salina buffer fosfato (PBS), durante
10 minutos. Una vez desparafinadas, rehidratadas y
blogueada la peroxidasa endégena, se procedera a la
técnica de IHQ especifica. Se utilizé el kit de detec-
cién de DAKO LSBA (Carpinteria, CA). Como control
positivo, se utilizé un tumor con elevada positividad
para el anticuerpo a estudio (Monoclonal Dianova
1001, con una diluciéon 1/100 y 24 horas de
incubacién) y un control negativo, en el que se omi-
tia el anticuerpo primario y se ponia PBS. Para la
estimacidn de la tincion nuclear se elige la zona de
mayor expresion a bajo aumento (40X), y se cuen-
tan 1.000 células aproximadamente a 400X, ob-
teniendo el porcentaje de células con tincion positi-
va.

La identificacion de células en apoptosis/mitosis se
realiza con la técnica de hematoxilina-eosina. Se
eligieron aleatoriamente diez campos con objetivo
de alto poder (400x), de manera que se contaban
al menos 1.000 células tumorales por cada sec-
cién. Los criterios utilizados para definir apoptosis y
mitosis, fueron los descritos previamente por Kerr,
etal.l’.

Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el software SOLO.
La comparacion de variables continuas se realiza
mediante la correlacion de Pearson en caso de dis-
tribucion normal, y el test de Spearman en caso de
distribucion no normal. La comparacién entre una
variable continua y una discreta se realiza mediante
el test de Kruskal-Wallis (Anova test). El punto de
corte para las variables continuas fue preestablecido
antes del estudio (mediana, tertiles, cuartiles,
quintiles). Las variables discretas se comparan con
el método de chi-cuadrado. El andlisis de supervi-
vencia se realiz6 mediante el método de Kaplan-Meier
y la comparacion de resultados mediante el log-rank
test.

Resultados

La tasa de proliferacion tumoral estimada mediante
Ki67 fue de 50,86 + 24,15%, rango 0-98, media-
na 53%. La apoptosis tuvo una expresién media de
2,12 + 1,45%, rango 0,19-7, mediana 1,81%.
Ambos parametros estuvieron directa y estrechamen-
te relacionados entre si (n=97; r=0,22; p<0,027)
(Figura 2). Las tasa de mitosis observadas en este
grupo de pacientes fue de 1,31 + 0,93% (0,10-
6,1), mediana 1,12%. No se demostrd relacion en-
tre ambos parametros (n= 95; r=0,03; p=0,75).

Se analizé la relacion de la proliferacion tumoral con
respecto a los factores clasicos de pronoéstico (Tabla
3). Los adenocarcinomas mostraron una menor tasa
de proliferacion estimada mediante Ki67 (mediana
48%) comparada con los tumores de estirpe
epidermoide (mediana 53,75%), aunque estas dife-
rencias no alcanzaron la significacion estadistica
(p=019). Los tumores que tenian adenopatias pre-
sentaban una tendencia a mayor tasa de prolifera-
cion que los tumores con ganglios negativos (p<<0.08).
Ademas, si dividimos en quintiles la tasa de prolife-
racion (<=23%, 24-40%, 41-55%, 56-69%, 70-
98%), se observa que los tumores con una prolifera-
cién mayor del 23% se relacionan con la presencia
de adenopatias pélvicas, siendo esta diferencia sig-
nificativa en nuestra serie (p<<0,048). No se obser-
vo relacion con la edad, el volumen tumoral, el gra-
do histolégico, ni el estadio clinico.

Finalmente la tasa de proliferacion, eligiendo como
punto de corte la mediana de la muestra (53%), no
fue predictiva de control local ni supervivencia en
nuestra serie. Sin embargo, si se establecia como
punto de corte el 23% se observaba una tendencia
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a peor control local en aquellas pacientes con valo-
res por encima de este porcentaje (p<<0,09) (Figu-
ra 3).

Discusién

El carcinoma de cérvix continda siendo una patolo-
gia frecuente en nuestro medio con una superviven-
cia a 5 afios del 60%. Cuando se produce un fallo
local o a distancia, se asocia en general a un pronos-
tico sombrio®. Existe, por tanto, la necesidad de
identificar factores de riesgo para determinar cudl es
el tratamiento mas adecuado. Si bien la extension
local de la enfermedad es el factor pronéstico mas
importante en la mayoria de estudios realizados, es
obvio que tumores con igual estadio y que reciben
tratamientos similares presentan distinta evolucion.

Como ya hemos dicho, el cancer es consecuencia
de una proliferacion incontrolada de células con ano-
malias en su material genético. Estas células ané-
malas proliferan mas de lo que mueren, lo que da

apoptosis/proliferacioén podria ser explicado, en par-
te, por la alteracion de los genes reguladores de es-
tos procesos. De la misma manera que ocurre en los
tejidos sanos, existe una relacion directa entre proli-
feracién y apoptosis en los tejidos neoplasicos. Un
tumor muy proliferante, suele tener una alta tasa de
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lugar al crecimiento tumoral. El desequilibrio entre R =0.0502
Proliferacion (%)

Estadio

Desconocido (3)

IB (46) 49,66 = 27,24 (0-98); mediana 52

Il (67) 49,96 + 23,42 (0-90); media 53

1 (19) 55,58 + 20,81 (6-87,6); media 56

IV (2) 58 + 14,14 (48-68); media 58 p=0,83

Tipo histolégico

Desconocido (1)

Epidermoide (114) 51,72 + 23,43 (0-95); media 53,75

Adenocarcinoma* (22) 45,10 *+ 27,29 (5,3-98); media 48 p=0,24

Grado histolégico

Desconocido (19)

I (14) 46,12 + 15,71 (20-68,4); mediana 47,8

Il (56) 52,50 + 25,51 (5-98); mediana 55,9

111 (48) 47,51 + 26,37 (0-89); mediana 51,7 p=0,48

Ganglios (N= 72)
Negativos (62)
Positivos (10)

Tamafio tumoral
N=90

<4cm (46)
>4cm (44)

Edad (afios)
N=136
<51 (67)
351 (69)

37,45 x 22,12 (0-98); mediana 32,75
49,89 + 21,37 (7-79,6); mediana 50,55 p<0,08*

52,51 + 25,08 (0-98); mediana 53
50,01 + 27,85 (0-95); mediana 55,4 p=0,73

50,21 + 25,81 (0-95); mediana 53
51,81 + 22,62 (0-98); mediana 53 p=0,24

*p<0,048 si dividimos en quintiles la tasa de proliferacién, haciendo dos grupos: tasa de proliferacién <23%y 3 23%.

Figura 2.

En nuestra serie los
tumores que presentaban
mayor apoptosis se
asociaban a una tasa
elevada de proliferacion,
estimada mediante ki67
(n=97; p=0,027)

Tabla 3.

Relacioén de la
proliferacién (Ki67)
con los factores clasicos
de prondstico
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Figura 3.

Gréafica de Control Local
en relacién con

la proliferacion estimada
mediante ki67.

Si dividimos la serie

en quintiles, el grupo
con tasa de proliferacién
mayor del 23% presenta
peor control local que los
gue tienen una tasa
menor o igual a 23%
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muerte celular por apoptosis (mama, vejiga, prosta-
ta, cérvix)1219-22,

En nuestro grupo se ha observado una tendencia
hacia una relacion inversa entre apoptosis y prolife-
racion segun el tipo histoldgico. Asi, la mediana de
expresion del ki67 fue del 48% para los adeno-
carcinomas, mas bajo que para los carcinomas
epidermoides (53%), lo cual podria justificar la dife-
rente conducta y respuesta a los tratamientos entre
ambos tipos histolégicos. Estos resultados son simi-
lares a los publicados por Oka, et al. (1996)*2. Asi,
los tumores epidermoides son mas proliferativos y
muestran menores tasas de apoptosis que los
adenocarcinomas (Lloret en prensa). Este hecho, ya
descrito por otros autores'?2324 es de relevancia,
dada la diferente conducta biol6gica que tienen am-
bos tipos tumorales?s.

En relacién a la supervivencia, los resultados tampo-
€0 son concluyentes, ya que en dos estudios los nive-
les elevados de ki67 se asociaron a peor superviven-
ciat*26 en dos la relacion fue inversa'>1é, y en cua-
tro no se demostré ninguna relacion entre ki67 y
supervivencial-12:13.:27,

En nuestra serie, la proliferacion tumoral estimada
mediante ki67 fue Util, junto con la apoptosis, para
predecir el control local a largo plazo de estas pa-
cientes. La repoblacion tumoral durante los trata-
mientos, es por tanto, una de las principales limita-
ciones para la curacién de tumores por radioterapia,
ya que el crecimiento tumoral entre fracciones de
irradiacion, disminuye la efectividad de la misma.

Este fendmeno, ya observado por nuestro grupo en
otras localizaciones tumorales, laringe y vejiga’®, nos
demuestra la utilidad de un método tan fiable, senci-
llo y réapido, como es la estimacion de la prolifera-
cién mediante ki67, en la prediccién de control lo-
cal para los tumores tratados con radioterapia.

Conclusioén

La proliferacion tumoral estimada mediante Ki67
muestra una estrecha relacion con la apoptosis, de
forma que esta Ultima modula el papel pronéstico
que en cuanto a control local tiene la proliferacion.
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