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Resumen

Objetivo: Determinar la expresion de CAIX, GLUT-1, HKIl y establecer si existe asociacion entre
la expresion y la respuesta temprana al tratamiento en carcinomas escamocelulares de cuello
uterino.

Sujetos y métodos: En este estudio de tipo cohorte retrospectiva se incluy6 a 66 pacientes en
estadios FIGO 1IB y IlIB durante el periodo del 2001 al 2007, con una edad promedio de 47 afos. De
las 66 pacientes, 22 fueron tratadas con radioterapia exclusiva y 44 con quimioterapia conco-
mitante a radioterapia. La expresion de las proteinas CAIX, GLUT-1 y HKIl fue determinada
mediante inmunohistoquimica en biopsias tomadas antes del tratamiento.

Resultados: Se encontré un mayor incremento en la expresion de GLUT-1 (74%), seguido de CAIX
(41%) y HKII (18%). La coexpresion de GLUT-1 y CAIX resultd ser significativa (p < 0,002)
en comparacion con GLUT-1 y HKIl. Ademas, se observo una tendencia de riesgo de no respuesta
cuando se expresan simultaneamente las 3 proteinas.

Conclusiones: El incremento en la expresion de GLUT-1 respecto de CAIX y HKII reafirma
el concepto de que los carcinomas tienen un alto consumo de glucosa y su coexpresion con
CAIX y HKIl como factores bioldgicos preexistentes puede contribuir a esclarecer los mecanismos
de hipoxia en la invasion tumoral, asi como su posible efecto frente a tratamientos como la
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Expression of the hypoxic and glycolytic markers, CAIX, GLUT-1 and HKIl and their
association with early treatment response in squamous cell carcinomas of the uterine
cervix

Abstract

Objective: To determine the expression of CAIX, GLUT-1 and HKIl and whether there is an
association between expression of these markers and early treatment response in squamous cell
carcinomas of the uterine cervix.

Subjects and methods: This retrospective cohort study included 66 patients with squamous cell
carcinomas of the uterine cervix in FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics)
stages IIB and IlIB between 2001 and 2007. The mean age was 47 years. Of the 66 patients, 22 were
treated with radiotherapy and 44 with concurrent radiochemotherapy. Expression of the proteins
CAIX, GLUT-1 and HKIl was determined by immunohistochemistry in biopsies taken before
treatment.

Results: The highest increase was found in expression of GLUT-1 (74%), followed by that of CAIX
(41%) and HKII (18%). Coexpression of GLUT-1 and CAIX was significant (p <0.002) compared with
that of GLUT-1 and HKII. When all three proteins were expressed simultaneously, we observed a
tendency toward lack of treatment response.

Conclusions: Increased expression of GLUT-1 compared with that of CAIX and HKII supports the
notion that carcinomas have high glucose consumption. Coexpression of GLUT-1 with CAIX and
HKIl as preexisting biological factors could help to elucidate the mechanisms of hypoxia in
tumoral invasion. Coexpression could also help to explain the possible effect of these markers on
response to treatments such as exclusive radiotherapy and concurrent radiochemotherapy in the

management of stage 1B and uB cervical cancer.
© 2012 SEGO. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

En Colombia, el cancer de cuello uterino constituye la
segunda causa de cancer, siendo la principal causa de muerte
en mujeres. En 2002 la agencia internacional para investi-
gacion en cancer reportd en GLOBOCAN una estimacién de
21,8 casos nuevos por 100.000 mujeres al afio con cancer
de cuello uterino’. La mayoria de los casos son diagnosticados
en estadios avanzados 1B y B, por lo que deben recibir
tratamientos como radioterapia exclusiva o radioterapia
concomitante a quimioterapia. El Instituto Nacional de Can-
cerologia (INC) para el 2008 report6 641 (11,8%) casos nue-
vos, de los cuales 92 (14,4%) casos correspondian a estadio 1B
y 133 (20,7%) casos a estadio mB>>. Algunos estudios reali-
zados en pacientes con cancer de cuello uterino, asi como
estudios biologicos dirigidos a evaluar el microambiente del
tumor y los mecanismos moleculares que lo regulan, sefialan
que puede existir una asociacion significativa entre la res-
puesta al tratamiento y el fenotipo tumoral, caracterizado
este por cambios en la expresion génica, proteica y metabo-
lica*'°. Los fenotipos que caracterizan el microambiente
tumoral son la hipoxia (bajos niveles de oxigeno hasta el
1%), la glucélisis (incremento) y la acidosis (pH bajo)*'"'2.
En estas condiciones, las células malignas emplean vias
metabolicas alternas a las que comUnmente utilizan las
células normales para suplir sus necesidades, adaptarse y
favorecer su proliferacion y supervivencia.

Los fenotipos hipdxico, glucolitico y de acidosis son toma-
dos en cuenta dentro del modelo hipotético propuesto para el

desarrollo tumoral del cancer invasivo de cuello uterino'> ",

Este modelo se plantea desde la aparicion de lesiones dis-
plasicas como consecuencia de la infeccion por virus del
papiloma humano en la zona de transformacion del tejido
epitelial del cuello uterino''¢, lesiones que mantenidas en
el tiempo contindan hasta establecer el carcinoma in situ,
caracterizado este por excesiva proliferacion celular que da
lugar a la condicién de hipoxia''>'7"2', Esta se conserva
durante la siguiente etapa de invasion celular (cancer inva-
sivo), en la que se hacen evidentes fenotipos como el glu-
colitico y de acidosis'®?%2%. Aquellas proteinas que se
encuentran involucradas dentro de estos eventos y fenotipos
mencionados experimentan modulacién de su expresion. La
expresion de algunas de ellas se ha considerado con posible
valor pronostico en el cancer de cuello uterino, como las que
se evaluaron en este estudio: anhidrasa carbdnica (CAIX),
transportador de glucosa tipo 1 (GLUT-1) y hexocinasa 1
(HKI?*?°, La CAIX es considerada un marcador endégeno
de hipoxia, condicién bajo la cual incrementa su expresion,
regulada a través del factor inducible por hipoxia tipo 1 (HIF-

1)2%:3% su expresion también puede depender de factores

como bajos niveles de glucosa (que impiden su expresién)?®-32
y de bicarbonato®®*3, asi como principalmente de la densi-
dad celular*’-34. A nivel de fenotipo de acidosis, es impor-
tante por su participacion en regulacién del pH extracelular
del tumor. El GLUT-1 es una proteina que se suma al desa-
rrollo del cancer; se ha demostrado que su sobreexpresion se
asocia a un pronéstico adverso en varios tipos tumorales,

incluyendo el cancer de cuello uterino y, al igual que la CAIX,
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participa en la progresion, la invasion y la metastasis®* 7. Se

ha reportado que su expresion se incrementa tanto en lesio-
nes precursoras como en el cancer invasivo de cuello uterino
(estadios I-Iv), y se relaciona con el grado de diferenciacion
del tumor a bajos niveles de oxigeno (considerado por ello
otro marcador enddgeno de hipoxia) y con el incremento de
la captacion de glucosa, evaluada esta en tumores de cancer
de cuello uterino in vivo mediante tomografia por emision de
positrones (PET)'%:28:35-37_ os estudios que han evaluado el
consumo de glucosa por PETYy su relacion con la expresion de
GLTU-1 en el cancer de cuello uterino discuten la importancia
que puede tener la enzima HKII, ya que esta participa en la
conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato durante la gluco-
lisis*”*° y desempefia un papel en la inhibicién de la apoptosis
y muerte celular a través de su estabilizacion y la union a la
membrana mitocondrial. Por esto se cree que su actividad
pueda estar incrementada, contribuyendo asi a la prolifera-
cion, la supervivencia celular y el mantenimiento del feno-
tipo tumoral en el cancer'""3:38:3%,

Tomando en cuenta los antecedentes anteriormente men-
cionados y considerando que la expresion de estas proteinas
no ha sido descrita en pacientes con cancer escamocelular
invasivo de cuello uterino de nuestra poblacion, el proposito
del presente trabajo se centro en determinar dicha expresion
mediante IHQ y establecer si existe asociacion entre la
expresion y la respuesta temprana al tratamiento.

Materiales y métodos

Un grupo de 66 pacientes diagnosticadas de cancer escamo-
celular invasivo de cuello uterino fue seleccionado de 218
historias clinicas de pacientes que fueron remitidas a la
consulta de Ginecologia del INC durante los anos 2001 al
2007. Las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes
incluidas en este estudio se describen en la tabla 1. Una base
de datos fue construida para registrar datos clinicos, histo-
patolégicos y de tratamiento.

Con el fin de confirmar el diagnoéstico de carcinoma esca-
mocelular infiltrante de cuello uterino de cada una de las
pacientes incluidas, las preparaciones histolégicas, colorea-
das con hematoxilina y eosina a partir de biopsias incluidas en
parafina, fueron leidas por un patélogo oncélogo del INC.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
parametros como el grado de diferenciacion celular, la pre-
sencia o la ausencia de queratinizacién y el tamano celular
fueron tomados como criterios para realizar la respectiva
clasificacion histoldgica. Para la queratinizacion, la presen-
cia de perlas de queratina indicaba queratinizacion y la
ausencia de estas indicaba ausencia de queratinizacion. Para
el tamaio celular, células grandes o células pequeias repre-
sentaban un criterio importante que se tuvo en cuenta con el
fin de evitar confusion con los carcinomas de célula pequefa
(tumores con diferenciacion neuroendocrina no incluidos en
este estudio).

De cada bloque de parafina correspondiente a cada uno de
los casos que se debian estudiar, se hicieron 3 cortes de 3 um
de tejido, colocandolos en laminas cargadas con poli-L-lisina
como adherente y secadas a temperatura ambiente durante
12 h para el analisis inmunohistoquimico (IHQ) de CAIX, GLUT-
1y HKII. Como controles positivos de expresion, para la CAIX
se empleo tejido de carcinoma renal de célula clara*®“!,

Tabla1 Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes

Caracteristicas N.° de pacientes

47 afos (26-72)

Edad (promedio)
Estadio FIGO

1B 24 (36,4%)

113 42 (63,6%)
Localizacion del tumor

Exofitico 48 (72,7%)

Endofitico 8 (12,1%)

Exo/endofitico 10 (15,2%)

Tamano del tumor?®
>4cm
<4cm

9 (13,6%)
57 (86,4%)

Compromiso parametrios

Unilateral 25 (37,9%)

Bilateral 41 (62,1%)
IK

70 1 (1,5%)

80 4 (6,1%)

90 16 (24,2%)

100 45 (68,2%)

IK: indice Karnofsky.
2 Tamafio del tumor antes del tratamiento.

carcinoma canalicular infiltrante de seno para GLUT-1*? y
para HKIl un osteosarcoma de alto grado, tipo condroblastico
y fibroblastico®’; cada control fue seleccionado segin la
recomendacion del inserto para cada anticuerpo. Como con-
troles negativos se emplearon los mismos tejidos de los
controles positivos, sustituyendo la incubacion del anti-
cuerpo por PBS. Adicionalmente, se evallio un grupo de
20 casos de tejido no tumoral de cuello uterino procedente
de biopsias con diagnostico histopatoldgico de cervicitis, sin
evidencia de lesion escamosa intraepitelial ni malignidad.

El proceso de IHQ se realiz6 siguiendo la técnica estanda-
rizada en el laboratorio de Patologia del INC, utilizando el kit
Dako En vision + Dual Link system-HRP. Los cortes de tejido de
3 wm fueron desparafinados, rehidratados y lavados. La recu-
peracion antigénica se realizo utilizando antigeno retrieval a
10X y pH 9. Para el bloqueo de la peroxidada endogena se
colocaron los tejidos en solucion de H,0, al 6% durante 7 min
y seguidamente fueron lavados con PBS. Posteriormente, se
llevo a cabo la incubacion durante 45 min a temperatura
ambiente con anticuerpos policlonales de conejo, CAIX (H-
120: SC-25599, Santa Cruz) en dilucién 1:50, que detecta los
aminoacidos 41-160 de la proteina humana; GLUT-1 (RB-
9052-P, Thermo Scientific), en dilucién 1:100, que detecta
el epitopo c-terminal de la proteina humana y HKIl (ab37593,
abcam) en dilucién 1:50, que reconoce los aminoacidos 400-
500 de la proteina humana.

La valoracion de cada marcador o la expresion de cada
proteina de estudio fueron realizadas por 2 patélogos oncé-
logos, para lo cual se tuvo en cuenta la localizacién de cada
proteina a nivel del citoplasma, la membrana celular y/o
la mitocondria y el porcentaje de células tumorales que
expresaron cada proteina. De acuerdo con los reportes de
la literatura, se consideraron las siguientes escalas: CAIX
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(citoplasma-membrana), expresion negativa (0%) y expresion
positiva: + (1-25%), ++ (26-50%) y +++ (> 50%)“>*"; GLUT-1
(citoplasma-membrana), expresion negativa (< 10%) y expre-
sion positiva: + (10-24%), ++ (25-49%), +++ (> 50%)>; HKII
(citoplasma-mitocondria) expresion negativa: 0 (0%) y expre-
sion positiva: 1 (1-20%), 2 (21-40%), 3 (41-60%), 4 (61-80%) y 5
(81-100%)%6:3¢,

Para el analisis estadistico descriptivo, las escalas se
definieron en 4 categorias: negativa (escala 0% y escala <
10%), débil (escala +y escala 1), moderada (escala ++y escala
2-3) y fuerte (escala +++y escala 4-5). Ademas, se calcularon
las medidas de tendencia central y dispersion para variables
continuas, y proporciones para variables categoricas.

La respuesta temprana al tratamiento se definié como la
respuesta evaluada 3 meses después de haber terminado el
tratamiento y fue determinada de acuerdo con los criterios
de la OMS asi: respuesta completa (RC), cuando hubo una
reduccion del 100% del volumen tumoral inicial (VTI) y no
evidencia clinica ni radiolégica de la enfermedad; respuesta
parcial (RP), cuando se present6 una reduccion del VTI mayor
al 50%, y no respuesta, cuando hubo menos del 25% de
reduccion del VTI o persiste el VTl o hay progresion por
incremento en el tamafio del tumor inicial.

Para hacer el analisis estadistico se incluyeron 2 grupos
de pacientes: el de pacientes con respuesta (incluyoé RC)
y el de no respuesta al tratamiento (incluy6 la RP y no
respuesta).

Para el analisis estadistico se realizo un analisis descrip-
tivo mediante el cual se calcularon las medidas de tendencia
central y dispersion para variables continuas y proporciones
para variables categoricas. Para determinar qué variables
estaban asociadas a la no respuesta al tratamiento, se
realizaron analisis bivariados usando la prueba de Mann-
Whitney para variables continuas y la prueba de la ji al
cuadrado o el test exacto de Fisher si no se cumplia el
supuesto de la ji al cuadrado para las variables categoricas.
Se tuvieron en cuenta para el analisis las variables clinico-
histopatologicas y la expresion de CAIX, GLUT-1 y HKII. Se
calcularon OR crudas y ajustadas con sus intervalos de
confianza, utilizando un modelo de regresion logistica. El
modelo fue ajustado usando las variables con resultados
significativos en el analisis bivariado y aquellas con plausi-
bilidad biolégica (factores de riesgo para no respuesta
descritos en la literatura).

Resultados

En la figura 1 se muestran algunos casos representativos de la
descripcién histologica correspondiente a carcinoma esca-
mocelular infiltrante que nos permiten observar las diferen-
tes caracteristicas estructurales y morfologicas. Con
respecto a la clasificacion de lesiones escamocelulares
(OMS), se observd que el 87,9% correspondid a lesiones
queratinizantes y el 12,1% a lesiones no queratinizantes.

En la figura 2 se observa inmunorreactividad para CAIX,
GLUT-1 y HKII de algunos casos representativos de cancer
escamocelular invasivo de cuello uterino en estadios
clinicos FIGO IIB o IlIB. Se observé como caracteristica
particular de la tincién o expresion de GLUT-1, que regu-
larmente se encuentra localizada junto a los vasos sangui-
neos (fig. 2E).

En el analisis de la distribucion de la expresion de las
proteinas CAIX, GLUT-1 y HKIl se observé una variacion en los
niveles de expresion; se encontr6 un incremento en la
expresion de GLUT-1 (74%), seguido de CAIX (41%) y HKII
(18%). Ademas, se observo que en el 43,8% de las muestras
analizadas el patron de expresion de GLUT-1 fue débil y
negativo, mientras que en el 55,9% fue moderado y fuerte
(fig. 3). La expresion individual o coexpresion de CAIX, GLUT-
1y HKIl de los 66 casos analizados se muestra en la tabla 2,
donde se observa de manera particular que en ningln caso
analizado se presenta inmunorreactividad individual para
HKII.

Al estudiar la tendencia de las proteinas CAIX, GLUT-1y
HKII al expresarse individualmente o asociadas entre si,
encontramos que la tendencia de la coexpresion de GLUT-
1y CAIX resulto significativa (p < 0,002) en comparacion
cuando la expresién de GLUT-1 se asocia con HKII.

La mayor frecuencia de expresion con relacion a estadios
FIGO fue observada para la expresion individual de GLUT-1
(25,8%) en estadios 1B (7,5%) y 1B (18,1%) en comparacion con
CAIX (3%), uB (0%) y mB (3%), y HKII (0). También se observé
que la coexpresion de GLUT-1 y CAIX fue mayor (28,7%) en
estadios 1B (15,1%) y mB (13,5%) en comparacion con la
coexpresion de GLUT-1, CAIX y HKIl (9,1%) y de GLUT-1 y
HKII (9,1%).

Tomando la frecuencia total de expresion de GLUT-1 de los
66 casos analizados con relacion al estadio clinico FIGO,
observamos que la diferencia en frecuencia de expresion
para 1B (83,3%) y B (66,6%) no fue estadisticamente signi-
ficativa; sin embargo, observamos que la expresion de GLUT-
1 se mantiene del estadio 1B al mB.

Con respecto al esquema de tratamiento empleado, las
pacientes presentaron un buen estado funcional antes de
recibir el respectivo tratamiento, como lo indican los valores
del indice Karnofsky (tabla 1), que oscilaron entre el 70 y el
100%. Todas recibieron el esquema completo de la terapia
asignada, 22 (33,3%) de ellas fueron al protocolo de radio-
terapia exclusiva y 44 (66,7%) al protocolo de radioquimio-
terapia concomitante.

A todas las pacientes se les administré radioterapia
externa (teleterapia) e intracavitaria (braquiterapia). Las
dosis minimas y maximas de teleterapia oscilaron entre
4.320-5.580 cGy y las de braquiterapia entre 2.500-5.040
cGy en puntos Ay entre 660-3.500 cGy en puntos B; 55 (83,3%)
pacientes recibieron braquiterapia de baja tasay 11 (16,7%)
de alta tasa.

Quienes recibieron quimioterapia fueron tratadas con 6
ciclos de cisplatino, una dosis semanal entre 44 a 70 mg.

En el analisis de la respuesta temprana al tratamiento y la
expresion de las proteinas CAIX, GLUT1 y HKII, en general se
observo que los niveles de expresion de las 3 proteinas fue
mayor en el grupo de respuesta respecto al de no respuesta.

En el grupo de pacientes que respondieron (n = 53), se
observo que la mayor expresion fue para GLUT-1 (73,6%),
seguido de CAIX (43,4%) y HKIIl (17%).

En el grupo de no respuesta (n = 13) también se observé
que GLUT-1 presenté mayor expresion (77%) con respecto a
CAIX (30,8%) y HKIl (23,1%). En este grupo, se hallaron 2
(15,4%) casos que coexpresaron las 3 proteinas, otros 2
(15,4%) que coexpresaron GLUT-1 y CAIX, uno (7,7%)
que coexpresd GLUT-1 y HKII, y ninguno con coexpresion
de GLUT-1 y HKII.
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Figura 1

Descripcion histoldgica de carcinoma escamocelular infiltrante.

Casos representativos de carcinoma escamocelular (CE), que muestran las diferentes caracteristicas estructurales y morfoldgicas de
cada tipo histoldgico. A) CE bien diferenciado (BD) queratinizante (Q) de célula grande (CG), con areas necréticas (AN). B) CE
moderadamente diferenciado (MD) no queratinizante de célula grande (CG). CBE: células basales del epitelio que limitan con el
estroma. C) CE pobremente diferenciado (PD) no queratinizante de célula grande (CG).

E: infiltracion epitelial al estroma.

En la tabla 3 se muestran los resultados del analisis
de asociacion entre las variables clinico-patologicas y la
expresion de las proteinas con la respuesta al tratamiento.
Al comparar entre los 2 grupos de respuesta, teniendo en
cuenta las variables clinico-patoldgicas y la expresion de
CAIX, GLUT-1 y HKII, no se hall6 ninguna diferencia estadis-
ticamente significativa.

En el analisis de regresion logistica entre la expresion
de CAIX, GLUT-1y HKIll y la no respuesta al tratamiento, no

se encontré ninguna asociacion estadisticamente significa-
tiva; sin embargo, se observé un posible riesgo (OR = 1,70)
en las pacientes que expresaron GLUT-1. Sobre la base
de este resultado, se consider6 evaluar si la expresion
conjunta de GLUT-1-CAIX, GLUT-1-HKIl y GLUT-1-CAIX-HKII
aumenta el riesgo de no responder al tratamiento;
se observd una tendencia de riesgo de no respuesta
cuando se expresan simultaneamente las 3 proteinas (OR
= 1,43).
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CAIX

GLUT1

HKII

Negativa

Débil

Moderada Fuerte

Figura2 Casos representativos de la expresion de las proteinas CAIX, GLUT-1y HKII por IHQ, en carcinoma escamocelular invasivo de

cuello uterino.

Para cada proteina se muestran los niveles de expresion negativa (—), débil (+), moderada (++) y fuerte (+++). Las fotografias A, B, C, E,
F, G, | y J corresponden a casos en estadios FIGO IIIB y las fotografias D, H y L son casos en estadio 1B. Las flechas indican
inmunorreactividad para CAIX (2A) y GLUT-1 (2E) en eritrocitos de casos negativos.
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Figura 3 Distribucion de la expresion de las proteinas CAIX,

GLUT-1 y HKII.

Discusion

La deteccion molecular de proteinas endégenas como CAIX,
GLUT-1 y HKII fue posible a través del uso de una de las
técnicas de facil acceso y aplicabilidad como la IHQ, para la
cual se estandarizaron condiciones especificas y se utilizaron
muestras de rutina clinica como son los tejidos embebidos en
parafina®®3°. En este trabajo se describen y cuantifican por
primera vez los patrones de expresion de marcadores rela-
cionados con la hipoxia y la glucolisis, como la CAIX, el GLUT-
1y laHKII, en carcinomas escamocelulares invasivos de cuello
uterino de poblacion colombiana.

El modelo propuesto para el desarrollo de cancer de cuello
uterino plantea la participacion de fenotipos como el hipo-
xico, el glucolitico y de acidosis®'"**“¢ los cuales estan

Tabla 2 Expresion simultanea de GLUT-1, CAIX y HKIl

Expresion Proteina(s) Total casos (%)
Positiva GLUT-1, CAIX, HKII 5 (7,5)
GLUT-1, CAIX 20 (30,3)
GLUT-1, HKII 6 (9,1)
CAIX, HKII 1(1,5)
GLUT-1 17 (25,8)
CAIX 1(1,5)
HKII 0 (0,0)
Negativa 16 (24,2)
Total casos 66 (100)
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Tabla 3  Asociacion entre las variables clinico-patoldgicas y la expresion de las proteinas con la respuesta al tratamiento

Variables Respuesta
Si (n = 53) No (n = 13) Valor p
Edad, media 46 47
DE 11 (26 £ 72) 13 (27 + 65) 0,82°
Tamano tumor, media 6 7
DE 2 3+ 10) 2 (3+12) 0,16182
Estadio FIGO (%)
IIB 21 (39,6) 3 (23,1) 0,345°
1B 32 (60,4) 10 (76,9)
Tipo célula
Grande 53 (100,0) 13 (100,0) —
Pequena 0 (0,0) 0 (0,0)
Queratinizacion (%)
Presente 6 (11,3) 2 (15,4) 0,651°
Ausente 47 (88,7) 11 (84,6)
Compromiso parametrios (%)
Unilateral 21 (39,6) 4 (30,8) 0,752°
Bilateral 32 (60,4) 9 (69,2)
indice de Karnosky
70% 1(1,9) 0 (0,0) 0,17¢
80% 2 (3,8) 2 (15,4)
90% 11 (20,8) 5 (38,5)
100% 39 (73,6) 6 (46,2)
Tipo de tratamiento (%)
Radioterapia 16 (30.2) 6 (46.2) 0,331
Radioterapia + quimioterapia 37 (69.8) 7 (53.8)
Tipo tasa braquiterapia
Baja 45 (84,9) 10 (76,9) 0,79°
Alta 8 (15,1) 3 (23,1)
Tipo expresion
Negativo 13 (24,52) 3 (23,07) 0,535¢
GLUT-1 12 (22,64) 5 (38,46)
GLUT-1 y HKII 5 (9,43) 1(7,7)
GLUT1 y CAIX 19 (35,84) 2 (15,38)
GLUT-1, HKIl y CAIX 4 (7,54) 2 (15,38)

p < 0,05 (significacion).
@ Test Mann-Whitney.
b Test exacto Fisher.
¢ Test de Pearson de la chi al cuadrado.

implicados en resistencia al tratamiento, como la radiotera-
pia, quimioterapia y/o radioquimioterapia concomitante, y
se asocian con inestabilidad genética, que puede reflejarse
en el incremento de la expresion de ciertas proteinas, entre
las que estan CAIX, GLUT-1y HKII, consideradas como posibles
marcadores prondsticos de progresién de la enfermedad,
metastasis y supervivencia'®'3'44¢  Diferentes estudios
han demostrado que la expresion de CAIX, GLUT-1 y HKII
evaluada por IHQ se encuentra incrementada en tejidos
tumorales de cancer escamocelular invasivo de cuello ute-
rino, sefialando que el incremento en la expresion de CAIX
puede oscilar entre el 21,1 y el 99% de los casos analiza-
dos>0:31:38:4749 " A sy vez, el incremento en la expresion de
GLUT-1 puede darse entre un 7 y un 94,1% de los
casos?’37450 | os (inicos reportes recientes sobre niveles

de expresion de HKIl en cancer escamocelular invasivo
de cuello uterino, como el de Guo-Qing et al.”", en un estudio
de casos y controles en pacientes con carcinoma cervical
severo, encuentran un 69,2% de expresion. En otros tipos de
cancer, como el carcinoma de pulmén (98%), el carcinoma oral
(58%), de tiroides (16%), el carcinoma de seno (76%) y el
colangiocarcinoma (81%), se ha reportado que su expresion
es variable?®394%:52:53_El incremento observado de la expre-
sion de GLUT-1, CAIX y HKIl en nuestro estudio, que se ubica
dentro de los porcentajes de los estudios reportados, confirma
el papel relevante de estas proteinas en el desarrollo y la
invasion del cancer escamocelular invasivo de cuello uterino.

Warburg®*, en 1931, demostré un incremento tanto de la
tasa glucolitica como de la expresion de proteinas membra-
nales transportadoras de glucosa (GLUT-1, GLUT-7) y su
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asociacion a un aumento del metabolismo en células neo-
plasicas. Ademas, el incremento en la expresion de GLUT-1 se
ha visto correlacionado con el aumento de valores en frac-
ciones hipdxicas, como lo han demostrado Airley et al.,
razéon por la que se le considera esta proteina como un
marcador enddgeno de hipoxia. Sobre la base de los resul-
tados reportados en la literatura, y comparandolos con las
frecuencias de expresién halladas en el presente estudio para
GLUT-1, podriamos pensar que aproximadamente el 44% de
los casos analizados serian hipoxicos y el 56% de estos se
encontrarian en un ambiente de normoxia.

Aunque el grado de expresion de estas moléculas en la
totalidad de las secciones tumorales no se correlaciona
cuantitativamente con el estado de oxigenacion, como se
muestra en nimero de publicaciones*® >, su intensidad en
expresion microrregional aumenta con la ampliacion de dis-
tancia de los vasos sanguineos. Sin embargo, la expresion de
GLUT-1 también se encuentra regularmente adyacente a los
vasos sanguineos, siendo este fenémeno atribuido tanto a la
actividad de HIF-1 independiente de oxigeno y a la hipoxia
transitoria (aguda) debido a la oclusion transitoria de los
vasos sanguineos>®>°, Esta localizacién adyacente a los vasos
sanguineos de la expresion de GLUT-1 fue una caracteristica
particular en la mayoria de los casos analizados en el pre-
sente estudio. Recientemente, Mayer et al. han reportado
que gracias a la valoracién morfolégica de la microarquitec-
tura del cancer de cuello uterino y a los resultados de la
identificacion mediante IHQ de areas hipoxicas mediante el
uso de anticuerpos contra GLUT-1 se puede llegar a tener
claro como los mecanismos de hipoxia conducen a fenémenos
invasivos®>. Mayer et al. han identificado un elemento nove-
doso de invasion en cancer que consiste de un estroma rico en
vasos sanguineos, infiltrante y que migra activamente, el cual
parece dar forma a las masas de células tumorales vy, al
hacerlo, influye decisivamente en la arquitectura histolégica
del tumor?>.

Ademas de la hipoxia, tal como sucede en otros tipos de
cancer, el incremento en la expresion de GLUT-1 también
depende del aumento de la glucolisis?®>+38:5¢8  proceso
que implica una alta tasa de captaciéon de glucosa con un
gasto energético elevado. En nuestro caso, observamos que
solo en el 27,2% de los casos la expresion de GLUT-1 fue
negativa y en el 72,7% fue positiva, lo que demostraria la
necesidad del requerimiento energético en tumores de can-
cer escamocelular invasivo de cuello uterino.

Estas diferencias en los niveles de expresion de GLUT-1
posiblemente se deban a: heterogeneidad intratumoral,
evento que puede dificultar la evaluacion de marcadores
moleculares®, y extension e intensidad de coloracion de
marcadores endogenos, las cuales quizd dependan de la
técnica utilizada®'. Nosotros también hallamos que la expre-
sion de GLUT-1 estuvo limitada a partes especificas del
epitelio normal, de la zona de transformacion y porciones
del endocérvix, patron de tincion también observado con
CAIX y HKII.

Con respecto a la distribucién de la expresion de GLUT-1y
su relacion con el estadio clinico FIGO IIB o IlIB, aunque
no se hallé una diferencia estadisticamente significativa,
se observa que la expresion de GLUT-1 se mantiene del
estadio 1B al mB, condicion que estaria favoreciendo
el mantenimiento del fenotipo tumoral, la invasion y la
metastasis.

Estudios clinicos han validado la expresion de CAIX al igual
que GLUT-1 como marcadores enddgenos de hipoxia en car-
cinoma avanzado de cuello uterino mediante IHQ*®“°, al
encontrarse una expresion colocalizada con el marcador
endégeno hipdxico pimonidazole®.

De los resultados hallados en este estudio para la expre-
sion de CAIX y su relacion con la hipoxia tumoral, y habiendo
hallado que en el 59,1% de los casos la expresion fue negativa
y en un 40,9% fue positiva, sin haber medido directamente
hipoxia, podriamos mencionar que la ausencia de expresion
estaria relacionada con la presencia de hipoxia aguda, con-
dicién no suficiente para inducir a CAIX. Respecto a esta
relacion entre la expresion de CAIX y la hipoxia, Mayer et al.>”
toman como referencia los estudios de Loncaster et al.*® y
Hedley et al.’” para proponer 2 fundamentos: el primero
hace referencia a que la ausencia de hipoxia no puede
predecirse a partir de la carencia de la expresién de CAIX,
mientras que el segundo considera que la expresion fuerte de
CAIX se identifica en tumores que exhiben hipoxia comparada
con tumores normoxicos, donde estos ultimos carecen de la
expresion de esta proteina. Adicionalmente, Loncaster et al.
muestran otros hallazgos sobre la relacion potencial entre
hipoxia y el fenotipo de acidosis*®. En hipoxia el nivel de pH
extracelular disminuye conllevando a acidosis, condicion que
se ha visto contrarrestada por la accion de CAIX. Otros
reportes sefialan que el proceso de acidosis extracelular
también es inducido via incremento de la glucolisis, condi-
cién dada en nuestro estudio por el incremento de expresion
de GLUT-1 en el 74% de los casos analizados, lo que significa
que en esta condicion se eleva la expresion de CAIX. Tomando
en cuenta los antecedentes mencionados y los resultados que
hallamos para la expresion de CAIX, podriamos suponer
que aproximadamente el 75% de los casos analizados en este
estudio serian normoxicos y el 25%, hipdxicos.

Varios estudios muestran que los factores reguladores de
GLUT-1 son los mismos que regulan la expresion de HKII; entre
ellos estan: el incremento de glucdlisis, la hipoxia, el estrés,
la transformacion y la carcinogénesis®. Por tal razon, se ha
considerado que existe una relacion entre el incremento de
GLUT-1 y el aumento de HKII, donde esta enzima, a su vez,
contribuye a la retencién de glucosa, ayudando asi a la
obtencion del requerimiento energético que favorece el
rapido crecimiento de las células tumorales®>.

En nuestro estudio, en el 74% de los casos se encontro un
incremento en la expresion de GLUT-1; sin embargo, no
encontramos correspondencia con la expresion de HKII
(18,1%). Estos datos discrepan de los hallazgos descritos en
la literatura?®>"-33, Esta diferencia podria ser explicada si se
tiene en cuenta que la expresion de HKIl es especifica del
tejido tumoral, la presencia de heterogeneidad intratumo-
ral, el tipo de anticuerpo, las condiciones de IHQ utilizadas y
las técnicas de deteccion empleadas distintas de la IHQ®°.

Existen distintos reportes sobre la expresion de CAIX,
GLUT-1 y HKII con relacion a los resultados del tratamiento
en el cancer cervical localmente avanzado, en los que se
relaciona la supervivencia; sin embargo, con respecto a la
respuesta temprana, aln no se conocen reportes. En este
estudio se observo una tendencia de riesgo de no respuesta
cuando se expresan simultaneamente estas 3 proteinas, a
pesar de que el patrén de expresion de estas proteinas fue
variable. Estos resultados permiten confirmar que ocurren
cambios en los niveles de expresion de estas proteinas a nivel
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intratumoral previos al tratamiento, como lo representa
GLUT-1, que pueden influir frente a una respuesta completa;
sin embargo, se debe tener en cuenta que no es un requeri-
miento absoluto, sino que sucede como efecto aditivo de
otros mecanismos biologicos, que desempeiian un papel
importante frente al resultado del tratamiento.

En conclusion, el incremento en la expresion de GLUT-1
respecto a CAIX y HKIl reafirma el concepto de que los
carcinomas tienen un alto consumo de glucosa y su coexpre-
sion con CAIX y HKIl como factores bioldgicos preexistentes
puede contribuir a esclarecer los mecanismos de hipoxia en la
invasion tumoral, asi como su posible efecto frente a trata-
mientos como la radioterapia exclusiva y la radioquimiote-
rapia concomitante para el manejo de cancer de cuello
uterino en estadios 1B y mB.
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