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Introduccion

Se sabe desde mucho tiempo atras que el compromiso cervical en las neoplasias endometriales es
un factor pronéstico adverso, como fuera descrito en primer término por Heyman y col.? en 1941.
Este hecho ha sido reconocido mediante su incorporacion en el sistema de estadificacion de la
Federacion Internacional de Ginecélogos y Obstetras (FIGO). De acuerdo con esta premisa, el
estadio FIGO lla equivale a compromiso endocervical superficial y el estadio FIGO Ilb al
compromiso estromal cervical.® Estos estadios fueron separados sobre la base de que el
compromiso estromal (FIGO I1b) implica peor prondéstico, como establecieron Eltabbakh y Moore.*
Los intentos previos por definir en forma precisa el compromiso cervical por parte del carcinoma
endometrial se han dividido en cuatro tipos: 1) células neoplasicas que flotan libremente dentro del
canal endocervical; 2) tumor confinado sélo a la superficie epitelial; 3) tumor que compromete el
epitelio superficial y el estroma subyacente; 4) tumor confinado al estroma.® Los estudios
efectuados por Kadar y col.® hallaron que el 87% del compromiso cervical incluia un componente
estromal. Su conclusién fue que el compromiso cervical tiene lugar principalmente a través de la
diseminacion linfatica. Esto contradice el concepto tradicional de diseminaciéon luminal y las propias
observaciones efectuadas en nuestro departamento.

Apreciacion global del estudio previo: justificacion y métodos

Durante nuestra practica hemos notado a menudo la presencia de "migrantes” tumorales luminales
en las neoplasias endometriales, particularmente en aquellas con compromiso cervical, y hemos
notado anecdoticamente que la mayoria del compromiso estromal parecia asociado con el
compromiso superficial. Esto nos llevé a intentar validar nuestras observaciones.

En 2002 publicamos un estudio titulado "Estudio clinico patolégico de las caracteristicas y el
significado del compromiso cervical en casos de adenocarcinoma endometrial*;* éste fue un estudio
detallado, retrospectivo, de 107 casos de adenocarcinoma endometrial primario atendidos en
nuestro departamento en un periodo de dos afios y medio (1997-1999). Estos casos fueron
resecciones completas bajo la forma de histerectomias abdominales totales, luego de un
diagndstico apropiado efectuado sobre el material obtenido por método Pipelle o por raspado. Estos
casos fueron derivados del area de captacion ubicada al sureste de Escocia, e incluyeron todos los
casos enviados al servicio de derivacion terciario de gineco-oncologia que se presta en Edimburgo.
Todos nosotros efectuamos una revision de los casos desde el punto de vista clinico y patoldgico.
La evaluacion clinica incluy6 la edad de la paciente, el estadio FIGO y el tiempo de supervivencia.
No dispusimos de datos acerca de la situacion ganglionar, ya que el tratamiento por
linfadenectomia no fue —y no es actualmente— una politica local. La evaluaciéon patoldgica incluyo el
subtipo histolégico, el grado del tumor primario (sobre la base de los criterios establecidos por
FIGO),® y los cambios cervicales observados en cada caso. Cuando se encontraba compromiso
cervical, la descripcion se basaba en los cuatro niveles de criterios mencionados anteriormente.® Se
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efectud un apropiado analisis estadistico de los datos.

Apreciacion global del estudio previo: resultados y comentarios

Muchos de estos hallazgos sefialados en nuestro estudio confirmaron lo actualmente publicado en
la literatura en aquel momento, aunque varios de ellos eran nuevos.

Hallamos que la mayoria de los casos de adenocarcinoma endometrial eran del tipo endometrioide
(80.4%); 7.5% mostraban diferenciacion serosa y los restantes incluian carcinoma de células
claras. No nos sorprendi6 que la mayoria de las neoplasias fuesen estadio FIGO | (59.9%),
representando la mayorfa de las restantes (28.0%) el estadio 11.} Treinta y dos mujeres tenian
compromiso cervical por parte del adenocarcinoma endometrial, lo que representa el 29.9% de
todos los casos. Ademas identificamos lo siguiente.*

1) El aumento de la edad se asociaba con un estadio mas avanzado al momento de la
presentacion.

2) La diferenciacidon serosa se asociaba con mayor edad al momento de la presentacion, peor
prondstico, estadio mas avanzado y mayor probabilidad de compromiso cervical.

3) La gradacion histoldgica fue proporcional al compromiso cervical; por ejemplo, cuanto mayor
era el grado, mayor probabilidad existia de encontrar compromiso cervical.

4) La gradacion histologica fue proporcional al estadio de la enfermedad; por ejemplo, a una peor
diferenciacion correspondié un estadio mas avanzado.

5) Presencia de "migrantes" luminales endocervicales derivados del carcinoma endometrial se
asocié con compromiso cervical (p = 0.015, correccion de Yates). Es importante notar que, en este
punto, otros estudios indicaban que la presencia de "migrantes"” luminales no era indicativa de
estadio mas avanzado o de peor prondstico.®® La presencia de "migrantes” como Unico elemento
debe aun ser considerada como enfermedad estadio FIGO I; nosotros sélo sefialamos los
"migrantes"” como indicadores de verdadero compromiso en cualquier lugar del cérvix.

6) La presencia de atipia dentro del epitelio glandular endocervical nativo no se asocié con
compromiso cervical o la presencia de "migrantes” luminales. Sin embargo, es importante tener en
cuenta entidades tales como la atipia endocervical, los cambios reactivos, la hiperplasia atipica de
las células de reserva, etc., para evitar errores diagnosticos.

7) De los 32/107 casos (29.9%) con compromiso cervical, cerca del 90% mostraban alguna forma
de invasion epitelial de la superficie luminal. Tomando esto junto con la asociacién significativa con
"migrantes" luminales, concluimos que la diseminacién obedece al concepto tradicional de
diseminacién por contiguidad e implantacidon superficial, y no a través de los planos tisulares
profundos y los canales linfaticos (como proponian Kadar y colaboradores).®

La elevada incidencia de compromiso cervical (29.9%) hallada en nuestro estudio fue inusual en
comparacién con otros estudios similares basados en resecciones, tales como los de Weiner y col.®
y Frauenhoffer y col.,*® quienes hallaron 9.6% y 13%, respectivamente. Estos hallazgos se
correspondian mas con los estudios acerca del raspado endocervical efectuados por Rubin y col.”" y
Nahhas y col.,*? quienes encontraron 32% y 28% de compromiso cervical, respectivamente. Pese a
que nuestros hallazgos pueden ser explicados por diferencias en las técnicas patolégicas, seleccion
de pacientes, aspectos sociodemograficos y de la practica clinica, nosotros sentimos que reflejé
mas la importancia del adecuado muestreo tisular durante la diseccion, ya que un pequefio foco de
compromiso cervical puede ser facilmente obviado. Ademas, la presencia de "migrantes" luminales
y su asociacion significativa con compromiso cervical por parte del carcinoma nos llevé a sugerir
que ellos debieran ser utilizados como marcadores de "verdadero™ compromiso cervical, y que la
identificacion de "migrantes" deberia llevar al patdlogo a reexaminar el espécimen y efectuar un
muestreo cuidadoso del cérvix, si ello no hubiese sido realizado inicialmente. Concluimos
sugiriendo que, durante la diseccién de un espécimen de histerectomia abdominal total, el cérvix
deberia ser tratado —de ser posible— como en una histerectomia del tipo Wertheim, o como en una
biopsia cervical realizada por cono o asa.' Sin embargo, si ello no fue posible debido a la potencial
magnitud del trabajo involucrado, sugerimos que al menos sean tomados dos bloques en la
primera instancia, como era nuestra practica en ese momento.
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Actualizacion del estudio previo. Nuestra experiencia desde 2002

Sefialamos que se han escrito muy pocos trabajos nuevos en esta area desde nuestra ultima
publicacién, y que era necesario efectuar una actualizacion de ese ensayo.

Continuando con nuestro trabajo previo, seguimos practicando nuestras recomendaciones
originales, en la mayoria de los casos obtenemos muestras del cérvix en tres bloques por cada
caso de neoplasia endometrial, y volvemos al espécimen si observamos "migrantes" luminales
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endocervicales, pero no un verdadero compromiso cervical. Como la mayoria de nuestros
patélogos locales siguieron nuestro consejo, esperabamos que nuestra tasa de deteccion de
compromiso cervical se incrementase, y que la cantidad de neoplasias endometriales en estadio
FIGO Il aumentase también. Es interesante notar que ésta no ha sido la situacion. La tabla 1
resalta los estadios FIGO de nuestros datos historicos comparados con el pasado reciente.
Tabla 1: Comparacion de estadios FIGO entre datos previamente

publicados (1997-9, 30 meses)[1]y 05 datos actuales (2002-4, 20

MESES).
Estadio Datos Diatos Diatos Datos Carmbio
FIG0 1997-9 1997-9 2002-4 2002-4 porcentual
Casns Porcentaje|Casos Porcentaje
I& 149 17 8% 17 12 9% -4 9%
B 45 42 1% 47 35 8% -6.5%
Iz 9 a.4% 33 25 0% +16.6%
[ 9 a.4% 9 G.0% -1 6%
B 12 11.2% a G.1% -51%
[11A 10 9 3% 15 11.4% +2 1%
e 2 1.9% 3 2.2% +0.3%
M 1] 0.0% 0 0.0% 0.0%
1% 1 0.9% ] 0.0% -0.9%
Totales 107 100% 132 100% -
Tiempo 30 meses |- 20 meses |- -
Tasa 3 Bimes - E B/mes - -

Nosotros hallamos que la cantidad de casos con enfermedad en estadio FIGO Il disminuyd, y que
hubo un pequerio descenso en la cantidad de casos con "verdadero” compromiso cervical. Quiza no
debimos haber esperado un aumento en la tasa de deteccion. Estos datos pueden reflejar el éxito
de nuestra politica local de deteccién de todos los casos de compromiso cervical o —
alternativamente— puede ocurrir que tengamos que monitorear la situacion a lo largo de un periodo
mayor para eliminar las fluctuaciones aleatorias inherentes al trabajo con pequefias muestras. Sin
embargo, notamos varios hallazgos importantes.

1) La cantidad global de histerectomias abdominales totales, llevadas a cabo por la existencia de
carcinoma endometrial, aument6 desde 107 en 30 meses hasta 132 en 20 meses. Este hecho
refleja un incremento en la tasa mensual desde 3.6 casos/mes hasta 6.6 casos/mes. No hemos
cambiado nuestra practica ni hemos tomado trabajo extra proveniente de otros centros
poblacionales. Consecuentemente, parece que el sefialado aumento representa un verdadero
incremento de las neoplasias endometriales, que refleja quizas el envejecimiento de la poblacion
junto con un aumento en la asociacion con reconocidos factores de riesgo, como obesidad,
nuliparidad y diabetes mellitus.

2). La cantidad de neoplasias estadio FIGO Ill ha aumentado.

3) Tuvo lugar un incremento marcado (desde 8.4% hasta 25%) en la cantidad de neoplasias
estadio FIGO Ic, que son aquellos canceres endometriales que invaden mas del 50% del miometrio
uterino, pero que no invaden la serosa. El motivo de este hecho no esta aun claro y, como la
disminucién de la enfermedad estadio FIGO |1, podria reflejar un verdadero cambio en la
naturaleza de la enfermedad.

En sintesis, estos hallazgos indican que el cancer endometrial, como muchos otros, es una entidad
diagndstica evolutiva, no estéatica, que requiere constante reevaluacion a la luz de los cambios
sociales y demograficos experimentados en la poblacién. Es nuestra intencién continuar revisando
y actualizando nuestro trabajo en el futuro.

Los autores no manifiestan conflictos.
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Algunos compuestos analogos de los fosfolipidos naturales muestran citotoxicidad selectiva hacia
diversos tipos de células tumorales. Esta especificidad en la accion antitumoral permite un uso
terapéutico dirigido contra determinados tumores. Existe considerable interés en examinar la
actividad biolégica de estos compuestos, que inhiben el crecimiento de células transformadas sin
interactuar con el ADN,? por lo que su aplicaciéon puede complementar las quimioterapias
antineoplasicas.

Las alquilfosfocolinas (APC) son un nuevo grupo de agentes antiproliferativos sintéticos y
metabdlicamente estables, candidatos prometedores de una nueva aproximacion a la quimioterapia
contra el cancer.? La hexadecilfosfocolina (HePC) es el principal representante de las APC. Este
compuesto presenta actividad citostatica hacia diversos tumores y lineas celulares. Actualmente es
empleado como farmaco (Miltex®) para el tratamiento tépico paliativo de metastasis cutaneas
derivadas de carcinomas mamarios.®>* Recientemente, ademas, algunos estudios preclinicos
demostraron su utilidad para el tratamiento de ciertos linfomas cutaneos. Aparte de su eficacia
antitumoral, la HePC ejerce destacable actividad contra enfermedades infecciosas parasitarias
causadas por Tripanosoma o Leishmania.>®

Debido a su caracter anfifilico, las APC pueden acceder practicamente a todos los tejidos del
organismo e incorporarse a la bicapa lipidica, interactuando con diversos componentes lipidicos y
proteicos de las membranas biolégicas,” pudiendo modular sus propiedades fisicoquimicas y, por
tanto, los procesos celulares asociados a membrana, como las rutas de transducciéon de sefiales y
metabolismo lipidico.}®° Ademas, estos agentes sintéticos presentan mdltiples caracteristicas de
interés bioldgico, con alto valor potencial para la terapia antitumoral, ya que son capaces de
inducir respuestas de diferenciacién y apoptosis en células malignas,*®** inhibir la invasién tumoral
e incluso modular la respuesta inmune.®
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Sin embargo, a pesar del conocimiento de algunos de los efectos biolégicos provocados por estos
compuestos, aun no se ha establecido el mecanismo molecular preciso responsable de la mayoria
de las acciones que determinan el alto grado de selectividad antitumoral. Existen distintas lineas de
investigacion que sugieren la posible interferencia de las APC con una etapa inicial en los procesos
de transduccién de sefiales en células hiperproliferativas, la cual puede ser reponsable de su
capacidad para inhibir el crecimiento celular.®'? Varios autores han descrito que la HePC podria
actuar sobre el metabolismo de fosfolipidos a nivel de actividades fosfolipasas u otros procesos
metabdlicos,™® *° aunque en cualquier caso la influencia de estos agentes puede ser multifactorial y
ser el resultado de acciones combinadas sobre distintos sitios celulares.

Asi pues, se ha propuesto una amplia variedad de posibles mecanismos de accién para HePC, en
distintas lineas celulares, aunque no existen datos acerca de su influencia y efectos sobre lineas
celulares de procedencia hepatica. Por ello, en nuestro estudio analizamos las alteraciones
ocasionadas por la HePC a nivel del metabolismo lipidico en células de hepatoma humano HepG2,
con la intencién de elucidar los mecanismos bioquimicos por los cuales este agente ejerce su
actividad en estas células tumorales.

En primer lugar, evaluamos la actividad citotéxica y antiproliferativa de la HePC, en funcion de la
dosis y el tiempo de exposicion, en células HepG2. Nuestros datos indican que concentraciones
superiores a 100 uM durante 6 horas producen alteraciones de permeabilidad de la membrana
plasmatica y, en consecuencia, causan un efecto litico, rapido e inespecifico (figura 1a). No
obstante, la exposicion de las células a concentraciones de HePC 50-75 pM produce una reduccion
en el niumero de células viables sin indicios aparentes de toxicidad (figura 1b). Este resultado
indica que el efecto citostatico ejercido por la HePC es especifico, aboliendo la proliferaciéon celular
cuando aun las células son viables.
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Figura 1. Efecto citotoxico y antiproliferativo de HePC en células HepG2. Las células en fase logaritmica fueron

incubadas durante 6 h con diferentes concentraciones de HePC. La produccién de formazan a partir de MTT se

determina como absorbancia medida a 570 nm con sustraccion del fondo a 630 nm por min y millon de células

(a). A los tiempos seleccionados, realizamos un recuento celular con un hemocitémetro (b). Los resultados son

media de tres determinaciones en respuesta a cada dosis.
Para determinar la posible interferencia de este compuesto en el metabolismo de acilgliceroles se
incubaron las células en presencia de HePC y glicerol marcado radiactivamente como sustrato
lipogénico. La utilizacion de glicerol permitié analizar simultaneamente la influencia de la HePC
sobre la biosintesis de fosfolipidos y lipidos neutros, comprobando que la APC estimula la
incorporacion de este precursor lipogénico a diacilglicerol (DAG). El DAG es un intermediario clave
en la sintesis de glicerolipidos, de modo que cabria esperar que un incremento en su sintesis
produjera mayor sintesis de los lipidos de los que es precursor: triacilglicerol (TAG),
fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC). Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio muestran que las células expuestas a la alquilfosfocolina presentan reduccién notable
de la biosintesis de novo del fosfolipido mayoritario PC, mientras que, simultaneamente, se
produce una activacion en la sintesis de TAG. El analisis detallado de la ruta de biosintesis de PC
via CDP-colina mediante el estudio de las enzimas implicadas en la biosintesis de este fosfolipido
reveld que la actividad citosolica colina quinasa (CK) y la actividad ligada a membrana diacilglicerol
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colinafosfotransferasa (CPT) permanecen inalteradas por la HePC, mientras que la actividad
CTP:colina-fosfato citidililtransferasa (CT) fue sensiblemente modificada. Esta enzima cataliza la
etapa limitante en la biosintesis de PC en eucariotas superiores. Uno de los mecanismos de
regulacion de su actividad es el control de la traslocaciéon de la enzima entre citosol y membranas.
El proceso de traslocaciéon es regulado por diversos lipidos y se acepta que la forma soluble de la
CT, libre de lipidos, es inactiva, mientras que la ligada a membrana es activa. Después de exponer
las células HepG2 a HePC durante 6 h, la actividad CT disminuye significativamente en la fraccion
particulada de las células e incrementa en la fraccion soluble. Por tanto, nuestros resultados
demuestran que la HePC afecta la distribucion subcelular de la CT, interfiriendo con la traslocacion
de la forma soluble inactiva de la enzima a la membrana, reduciendo drasticamente la formacién
de PC.

Se ha descrito que en condiciones de déficit de sintesis de PC, via CDP-colina, las células pueden
responder incrementando la producciéon de este fosfolipido por la via alternativa de metilacion
microsomal de PE. Ello constituye un mecanismo de compensaciéon homeostatico que permite
mantener constantes los niveles intracelulares de PC. Cuando analizamos la sintesis de PC a partir
de etanolamina, comprobamos que la exposicion de las células a HePC produce un claro descenso
de la radiactividad en los intermediarios metabdlicos asi como en el producto final, PC, de esta via
de metilacion, como consecuencia de una inhibicién de la actividad fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa (PEMT). Estos resultados constituyen la primera demostracién experimental de la
accion de la HePC sobre el metabolismo de PC tanto a través de la via CDP-colina como a nivel de
la ruta de metilacion.

Especial interés presenta la posible repercusién que las alteraciones en la biosintesis de PC pueden
tener en la formacién intracelular de esfingomielina (SM), puesto que la PC es precursora, junto
con las ceramidas, de estos esfingolipidos. De hecho, recientemente, mediante el empleo de
precursores marcados isotopicamente, demostramos que la APC produce un fuerte descenso en la
formacion de SM, efecto que va acompafiado de una acumulacion de ceramidas.

Todos los resultados expuestos sugieren que la HePC puede interferir con rutas de transduccion
intracelular de sefiales que estan implicadas en procesos tales como proliferacion, diferenciacion y
muerte celular. Asi, se indicé que la induccién de apoptosis puede depender de la relacion entre las
concentraciones celulares de ceramidas y DAG. Puesto que la APC provoca un aumento en la
producciéon de ambos lipidos, es posible que este efecto sea el responsable, en parte, de las
acciones producidas por HePC a nivel de proliferaciéon y viabilidad celular.

En este sentido comprobamos, ademas, que las alteraciones metabdlicas observadas se
encuentran asociadas con un cambio en la morfologia celular, evidente por microscopia Optica. Asi,
las micrografias de células HepG2 sometidas a tratamiento con HePC muestran alteraciones del
aspecto celular, apreciandose como la célula adquiere forma redondeada, con una drastica
reduccioén del volumen celular y pérdida de su capacidad de adherencia y morfologia epitelial, lo
que sugiere la posible induccién de un proceso apoptético por este agente.

En conclusion, nuestro estudio, realizado en la linea celular de hepatoma HepG2, muestra que la
HePC interfiere de modo especifico en el metabolismo de fosfolipidos que contienen colina. Los
cambios metabdlicos producidos por esta APC parecen estar asociados con alteraciones
morfoldgicas que apuntan hacia un proceso apoptético inducido por este agente. Esto confirma el
potencial de la HePC como agente antineoplasico.

Los autores no manifiestan conflictos.
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