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1. Introducción 

1.1 Canceres ginecológicos 

 

El cáncer es una enfermedad en la cual las células del cuerpo comienzan a multiplicarse 

sin control. Los cánceres se identifican de acuerdo con la parte del cuerpo en que 

aparecen primero. Cuando el cáncer se origina en los órganos reproductores de la mujer, 

se denomina cáncer ginecológico [1]. 

 

Los cánceres ginecológicos más frecuentes son: 

 El cáncer de cuello uterino o Cáncer Cervicouterino (CaCU). 

 El cáncer de ovario (CO). 

 El cáncer de útero (CU). El tipo de CU más frecuente es el Cáncer de Endometrio (CE). 

 El cáncer de vagina. 

 El cáncer de vulva. 

 

En México, en los últimos 30 años, el CaCU ha disminuido considerablemente tras la 

implementación masiva del Papanicolaou y ante la baja de éste, los cánceres de ovario 

(CO) y endometrio (CE) han retomado mayor importancia[1,2] . 

 

1.1.1 El cáncer de endometrio y sus características clínico-patológicas 

 

Los carcinomas endometriales se originan en las células del revestimiento interno del útero 

(el endometrio). Casi todos los cánceres de útero son de este tipo y se dividen en tipos 

histológicos: 

 Adenocarcinoma (90%) 

 Carcinosarcoma  

 Carcinoma de células escamosas 

 Carcinoma indiferenciado 

 Carcinoma de células pequeñas 

 Carcinoma transicional 
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El CE se puede clasificar por grados, basado en la cantidad de glándulas que forma el 

cáncer que lucen similares a las encontradas en el endometrio normal y saludable.  

 

Existen 3 grados de CE: 

 Los tumores de grado 1 tienen 95% o más de tejido canceroso que forma 

glándulas. 

 Los tumores de grado 2 tienen entre 50% y 94% de tejido canceroso que 

forma glándulas. 

 Los tumores de grado 3 tienen menos de la mitad de tejido canceroso que 

forma glándulas, tienden a ser agresivos y a tener un pronóstico menos favorable que los 

cánceres de menor grado. Además, la mayoría de las células cancerosas están agrupadas 

de manera irregular o desorganizada y no forman glándulas. 

 

Los cánceres endometrioides en grados 1 y 2 son cánceres endometriales tipo 1. Por lo 

general, los cánceres tipo 1 no son muy agresivos y no se propagan rápidamente a otros 

tejidos. Se cree que el exceso de estrógeno causa los cánceres endometriales tipo 1. A 

veces se desarrollan a partir de la hiperplasia atípica, un crecimiento anormal de células en 

el endometrio [3,4]. 

 

1.1.2 El cáncer de ovario y sus características clínico-patológicas 

 

En el pasado se creía que los CO comenzaban solamente en los ovarios, pero la evidencia 

reciente sugiere que muchos casos de cáncer ovárico en realidad pueden originarse en las 

células del extremo más distante (distal) de las trompas de Falopio [5,6]. El aparato 

reproductor femenino comprende dos ovarios, uno a cada lado del útero. Los ovarios (cada 

uno del tamaño de una almendra aproximadamente) producen óvulos, así como también 

las hormonas estrógeno y progesterona [7]. 

 

El cáncer epitelial de ovario es frecuente en los países industrializados, con excepción de 

Japón, lo que sugiere la relación de múltiples factores físicos, químicos y dietéticos. 

Aunque no se ha identificado ningún carcinógeno específico, se han documentado los 
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siguientes factores de riesgo: antecedentes familiares de cáncer de ovario, nuliparidad, 

infecundidad y uso de inductores de ovulación; raza blanca, dieta rica en grasas, 

antecedentes personales de cáncer de mama, colon o endometrio y exposición a 

radiación; talco o asbesto [8]. 

 

El tipo de célula en la que se origine el cáncer determina el tipo de cáncer de ovario. Los 

tipos de cáncer de ovario son [5,7]: 

 

 Tumores epiteliales. Se originan en la capa delgada de tejido que recubre el 

exterior de los ovarios. Aproximadamente, el 90% de los tipos de cáncer de ovario son 

tumores epiteliales. Estos tumores pueden ser: 

 Benignos (no cáncer): Estos tumores no se propagan y generalmente no 

conducen a enfermedades graves. Existen varios tipos de tumores epiteliales 

benignos, incluyendo los cistoadenomas serosos, los cistoadenomas 

mucinosos y los tumores de Brenner. 

 De escasa malignidad (bajo potencial maligno): Estos tumores no se ven 

claramente como cancerosos y se conocen como cáncer ovárico epitelial de 

escasa malignidad (limítrofe). Los dos tipos más comunes son carcinoma 

seroso proliferativo atípico y carcinoma mucinoso proliferativo atípico; tienden 

a afectar a las mujeres más jóvenes en comparación con los cánceres 

ováricos típicos. Estos tumores crecen lentamente y tienen menos 

probabilidades de causar la muerte que la mayoría de los cánceres de ovario. 

 Maligno (cáncer): Estos tumores reciben el nombre de carcinomas. 

o Carcinomas serosos (52%): es por mucho el más común y puede 

incluir tumores de bajo grado y de alto grado 

o Carcinoma de células claras (6%) 

o Carcinoma mucinoso (6%) 

o Carcinoma endometrioide (10%) 

 

 Tumores estromales. Se originan en el tejido ovárico que contiene células que 

producen hormonas. Alrededor del 7% de los tumores ováricos son estromales. Entre los 
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tumores del estroma malignos (cancerosos) se encuentran los tumores de células 

granulosas (el tipo más común), los tumores de teca-granulosa y los tumores de células de 

Sertoli-Leydig, los cuales, por lo general, se consideran cánceres de bajo grado. Los 

tecomas y los fibromas son tumores del estroma benignos. A menudo, los tumores 

estromales cancerosos se encuentran en etapa temprana y tienen un buen pronóstico (con 

más del 75% de las pacientes con larga sobrevida). 

 

 Tumores de células germinativas. Se originan en las células productoras de 

óvulos. Estos tipos de cáncer poco frecuentes tienden a ocurrir en las mujeres más 

jóvenes. Menos del 2% de los cánceres de ovario son de origen de células germinales. En 

general, tienen un buen pronóstico, con más de nueve de cada 10 pacientes sobreviviendo 

al menos 5 años después del diagnóstico. Existen varios subtipos de tumores de células 

germinales. Los tumores germinales más comunes son: 

o Teratomas o quiste dermoide: se asemejan a cada una de las tres capas de un 

embrión en desarrollo: el endodermo (la capa más profunda), el mesodermo 

(la capa intermedia) y el ectodermo (la capa exterior). Estos tumores o 

quistes contienen diversas clases de tejidos benignos incluyendo huesos, 

pelo y dientes; tiene una forma benigna llamada teratoma maduro (afecta a 

mujeres en edad de procreación) y una forma cancerosa llamada teratoma 

inmaduro (un tipo de cáncer; se presentan en niñas y mujeres jóvenes, por lo 

general menores de 18 años; son poco frecuentes. 

o Disgerminomas: se consideran malignos (cancerosos), pero la mayoría no 

crece ni se extiende con mucha rapidez. Por lo general afecta a mujeres 

adolescentes o de entre 20 y 29 años. 

o Tumores del seno endodérmico y coriocarcinomas. Son tumores infrecuentes 

que afectan generalmente a niñas y a mujeres jóvenes. Suelen crecer y 

extenderse con rapidez, pero, por lo general, son muy sensibles a la 

quimioterapia. 

 

En esta sección añadiremos a los quistes ováricos, los cuales son acumulación de líquido 

dentro de un ovario,  ocurren como una parte normal del proceso de ovulación (llamados 
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quistes funcionales), indoloros generalmente; sin embargo, el 30% exhiben características 

sospechosas de malignidad como áreas sólidas o masas [9], por lo que adicionalmente 

muchas mujeres son sometidas a cirugías innecesarias debido a quistes no malignos o no 

responsables de los síntomas que presentan; solo un número pequeño de casos son 

causados por CO, de allí su importancias clínica en los cánceres ginecológicos [10]. 

 

1.2 Epidemiología 

 

La epidemiología de las neoplasias más frecuentes en la mujer se describe en la Tabla I, y 

además se denota la relación de éstas versus el Cáncer de Mama (CM) y el CaCU, otras 

de las neoplasias ginecológicas que afectan a nuestra población. 

 
Tabla 1. Epidemiología de neoplasias  ginecológicas más frecuentes en la mujer 

[11] 
 Mundial Nacional 

Cáncer 

ginecológico 

Incidencia Mortalidad Prevalencia a 

5 años 

Incidencia Mortalidad Prevalencia a 

5 años 

CM 2,088,849 626,679 6,875,099 27,283 6,884 83,287 

CaCU 569,847 311,365 1,474,265 7,869 4,121 22,769 

CE 382,069 89,929 1,283,348 7,226 1,128 21,940 

CO 295,414 184,799 762,663 4,759 2,765 12,942 

 
El cáncer de ovario es la segunda neoplasia maligna ginecológica a nivel mundial, sólo 

después del cáncer de mama, se calcula que del 1 al 2% de las mujeres desarrollarán 

cáncer de ovario a lo largo de su vida [8]. En México, el cáncer de ovario constituye el 4% 

de todas las neoplasias [8]. En el 2011 Rivas y colaboradores [12] reportaron que los 

estados con mayor incidencia de CO son Nuevo León, Estado de México y Ciudad de 

México. 

 
1.3 Sintomatología, Diagnóstico y Tratamiento 

 

En la mayoría de los casos de los cánceres CE y CO, el diagnóstico final se realiza hasta 

el momento de la cirugía, por lo que en esta sección se abarcaran en conjunto sus 

síntomas (inespecíficos), diagnóstico y tratamiento. 
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Aproximadamente el 90% de las mujeres diagnosticadas con CE presenta sangrado 

vaginal anormal, como un cambio en sus periodos menstruales o sangrado entre periodos 

o después de la menopausia. La secreción vaginal sin sangre también puede ser una 

señal de cáncer de endometrio. Un dolor en la pelvis, sentir una masa (tumor) y perder 

peso inesperadamente también pueden ser síntomas de cáncer de endometrio. Estos 

síntomas suelen ser más comunes en las últimas etapas de la enfermedad [13]. En el 75% 

de los casos, las pacientes con CE se presentan con sangrado uterino anormal, flujo o 

dolor pélvico. La biopsia endometrial nos proporciona un diagnóstico inicial, considerando 

a los estudios de imagen como la tomografía o resonancia magnética para evaluar la 

metástasis. 

 

Por su parte, en el 95% de las pacientes que presentan CO, los síntomas son 

inespecíficos, entre estos se encuentran: aumento del volumen abdominal (61%), 

flatulencia (57%), fatiga (47%), dolor abdominal (36%), indigestión (31%), incremento de la 

frecuencia urinaria (27%), dolor pélvico  (26%), constipación (25%), dolor lumbar (23%), 

dispareunia (17%), anorexia (16%), masa pélvica (14%), sangrado transvaginal (13%), 

pérdida de peso (11%), diarrea (1%), trombosis venosa profunda (1%), o simplemente no 

presentar ningún síntoma (5%) [14]. 

 

 Toda paciente con alguno de los síntomas mencionados, deberá realizarse una historia 

clínica detallada en búsqueda de historia familiar de carcinoma mamario y/o ovárico, 

exploración física completa, exámenes de rutina, ultrasonido transvaginal (USTV) según 

sea la indicación y Ca–125/Ca 19.9 [15]. El biomarcador más ampliamente utilizado es el 

Ca-125, el cual es de utilidad para la orientación en el diagnóstico, sin embargo, es 

importante mencionar que es inespecífico ya que otras patologías tanto benignas como 

malignas lo pueden elevar (>35 U/ml). Este antígeno se eleva en etapas clínicas 

tempranas en menos de la mitad de los casos y se encuentra elevado en más de 80% de 

las etapas avanzadas [16]. El USTV parece tener una mejor capacidad para visualizar los 

ovarios, independiente del índice de masa corporal, y requiere menor tiempo. Se considera 

un volumen normal de 10 cc en mujeres posmenopáusicas [17]. Además, es importante 

tomar en cuenta la morfología (presencia de septos, bilateralidad, componente sólido y 
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ascitis) para tener la sospecha de CO. Su sensibilidad va del 80-100% por ciento con una 

especificidad del 94-99%, dependiendo del operador [18]. Actualmente, no existe una 

prueba específica para la detección oportuna del CO[19]. El tratamiento depende de la 

extensión de la enfermedad (estadio) y del estado general de la paciente (además de la 

consideración de la edad).  

 

La etapa es uno de los factores más importantes para decidir cómo tratar el cáncer y 

determinar cuán eficaz pudiera ser el tratamiento. Los dos sistemas usados para clasificar 

las etapas de estos canceres son, el sistema FIGO (International Federation of Gynecology 

and Obstetrics) y el sistema de clasificación del cáncer TNM del AJCC (American Joint 

Committee on Cancer) son básicamente los mismos. Ambos sistemas estadifican 

(clasifican) este cáncer en base a tres factores: la extensión (tamaño) del tumor (T), la 

propagación a los ganglios (nódulos) linfáticos adyacentes (N) y la propagación 

(metástasis) a sitios distantes (M). Los números y las letras después de la T, N y M 

proporcionan más detalles sobre cada uno de estos factores. Los números más altos 

significan que el cáncer está más avanzado. Una vez que se han determinado las 

categorías T, N y M de una persona, esta información se combina en un proceso llamado 

agrupación por etapas para asignar una etapa general. El sistema de estadificación en la 

tabla que sigue utiliza la etapa patológica, la cual se determina mediante el examen del 

tejido extraído durante una operación. 

 

Referente al CO [20]: 

 Estadio I: El cáncer está solamente en el ovario (u ovarios) o la(s) trompa(s) de 

Falopio (T1). No se ha propagado a los ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a 

sitios distantes (M0). 

 Estadio IA: El cáncer está en un ovario y el tumor está restringido al interior del 

ovario; o el cáncer está en una trompa de Falopio y solo se encuentran dentro 

de la trompa de Falopio. No hay cáncer en las superficies externas del ovario o 

de la trompa de Falopio. No hay células cancerosas en el líquido (ascitis) o en 

los lavados del abdomen y la pelvis (T1a). No se ha propagado a los ganglios 

linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 
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 Estadio IB: El cáncer está en ambos ovarios o en las trompas de Falopio, pero 

no en sus superficies externas. No hay células cancerosas en el líquido (ascitis) 

o en los lavados del abdomen y la pelvis (T1b). No se ha propagado a los 

ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IC: El cáncer está en uno o ambos ovarios o en las trompas de Falopio, 

y tiene cualquiera de las siguientes características: 

 El tejido (cápsula) que rodea el tumor se reventó durante la cirugía, lo que 

podría permitir que las células cancerosas se derramen hacia el abdomen y 

la pelvis (llamado derrame quirúrgico). Esta etapa se identifica como IC1. 

 El cáncer se encuentra en la superficie exterior de al menos uno de los 

ovarios o trompas de Falopio, o la cápsula (tejido que rodea el tumor) se 

reventó antes de la cirugía (lo que podría permitir que las células cancerosas 

se derramen hacia el abdomen y la pelvis). Esta etapa se identifica como 

IC2. 

 Hay células cancerosas en el líquido (ascitis) o en los lavados del abdomen y 

la pelvis. Esta etapa se identifica como IC3. No se ha propagado a los 

ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio II: El cáncer se encuentra en uno o ambos ovarios o en las trompas de 

Falopio y se ha propagado a otros órganos (como el útero, la vejiga, el colon 

sigmoide, o el recto) de la pelvis o hay cáncer peritoneal primario (T2). No se ha 

propagado a los ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IIA: El cáncer se ha propagado o ha invadido (ha crecido en) el útero, o 

las trompas de Falopio, o los ovarios. (T2a) No se ha propagado a los ganglios 

linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IIB: El cáncer está en la superficie externa o ha crecido hacia otros 

órganos cercanos en la pelvis, como la vejiga, el colon sigmoide o el recto (T2b). 

No se ha propagado a los ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios 

distantes (M0). 

 Estadio III: El cáncer se encuentra en uno o ambos ovarios o en las trompas de 

Falopio. 

 Estadio IIIA: El cáncer se encuentra en uno o ambos ovarios o en las 
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trompas de Falopio, o hay cáncer peritoneal primario (T1) y pudo haberse 

propagado o crecido hacia órganos cercanos en la pelvis (T2). Se ha 

extendido a los ganglios linfáticos retroperitoneales (pélvicos y/o para 

aórticos) solamente. No se ha propagado a sitios distantes (M0). 

 Estadio IIIA2: El cáncer está en uno o ambos ovarios o en las trompas de 

Falopio, o hay cáncer peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido 

hacia órganos fuera de la pelvis. Durante la cirugía, el cáncer no se puede 

observar a simple vista en el abdomen (fuera de la pelvis), pero se detectan 

depósitos diminutos de cáncer en el revestimiento del abdomen cuando se 

examinó en el laboratorio (T3a). El cáncer pudo o no haberse propagado a 

los ganglios linfáticos retroperitoneales (N0 o N1), pero no se ha propagado a 

partes distantes (M0). 

 Estadio IIIB: Hay cáncer en uno o ambos ovarios o en las trompas de 

Falopio, o hay cáncer peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido 

hacia órganos fuera de la pelvis. Los depósitos de cáncer son lo 

suficientemente grandes como para que el cirujano pueda verlos, pero no 

miden más de 2 cm (aproximadamente 3/4 de pulgada) de ancho. (T3b) 

Puede o no haberse propagado a los ganglios linfáticos retroperitoneales (N0 

o N1), pero no se ha extendido al interior del hígado o al bazo ni a sitios 

distantes (M0). 

 Estadio IIIC: El cáncer está en uno o ambos ovarios o en las trompas de 

Falopio, o hay cáncer peritoneal primario y se ha propagado o ha crecido 

hacia órganos fuera de la pelvis. Los depósitos de cáncer miden más de 2 

cm (aproximadamente 3/4 de pulgada) de ancho, y estos pueden estar por 

fuera (la cápsula) del hígado o el bazo (T3c). 

 Puede o no haberse propagado a los ganglios linfáticos retroperitoneales (N0 

o N1), pero no se ha extendido al interior del hígado o al bazo ni a sitios 

distantes (M0). 

 Estadio IV: Metástasis a distancia 

 Estadio IVA: Hay células cancerosas en el líquido que rodea a los pulmones 

(a esto se le llama un derrame pleural maligno) sin ninguna otra área de 
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propagación del cáncer, como al hígado, el bazo, el intestino, o los ganglios 

linfáticos fuera del abdomen (M1a). 

 Estadio IVB: El cáncer se propagó al interior del bazo o el hígado, a los 

ganglios linfáticos aparte de los ganglios linfáticos retroperitoneales, y/o a 

otros órganos o tejidos fuera de la cavidad peritoneal, tal como los pulmones 

y los huesos (M1b). 

 

Referente al CE [21]: 

 Estadio I: El cáncer crece dentro del útero. Puede que también crezca hacia las 

glándulas cervicales, pero no hacia el tejido conectivo de soporte del cuello 

uterino(T1). No se ha propagado a los ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios 

distantes (M0). 

 Estadio IA: El cáncer se encuentra en el endometrio (revestimiento interior del 

útero) y puede que haya crecido a menos de la mitad de la capa muscular 

subyacente del útero (el miometrio) (T1a). No se ha propagado a los ganglios 

linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IB: El cáncer ha crecido desde el endometrio hacia el miometrio. Ha 

invadido a más de la mitad del camino a través del miometrio, pero no se ha 

propagado más allá del cuerpo del útero (T1b). No se ha propagado a los 

ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio II: El cáncer se ha propagado desde el cuerpo del útero y crece hacia el 

tejido conectivo de soporte del cuello uterino (conocido como estroma cervical). 

Pero no se ha propagado fuera del útero (T2). No se ha propagado a los ganglios 

linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio III: El cáncer se ha propagado fuera del útero, pero no hacia el 

revestimiento interior del recto o de la vejiga urinaria (T3). No se ha propagado a los 

ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IIIA: El cáncer se ha propagado hacia la superficie exterior del útero (la 

serosa) y/o a las tropas de Falopio o los ovarios (los anexos) (T3a). No se ha 

propagado a los ganglios linfáticos adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Estadio IIIB: El cáncer se ha propagado a la vagina o a los tejidos alrededor del 
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útero (el parametrio) (T3b). No se ha propagado a los ganglios linfáticos 

adyacentes (N0), ni a sitios distantes (M0). 

 Etapa IIIC1: El cáncer crece en el cuerpo del útero. Puede que se haya 

propagado hacia algunos tejidos cercanos, pero no crece hacia el interior de la 

vejiga o el recto (T1 a T3). También se ha propagado a los ganglios linfáticos de 

la pelvis (N1, N1mi, o N1a), pero no hacia los que están alrededor de la aorta, ni 

a sitios distantes (M0).  

 Etapa IIIC2: El cáncer crece en el cuerpo del útero. Puede que se haya 

propagado hacia algunos tejidos cercanos, pero no crece hacia el interior de la 

vejiga o el recto (T1 a T3). También se ha propagado a los ganglios linfáticos 

alrededor de la aorta (ganglios linfáticos para aórticos) (N2, N2mi, o N2a), pero 

no a sitios distantes (M0). 

 Etapa IV: Metástasis a distancia 

 Etapa IVA: El cáncer se ha propagado al revestimiento interior del recto o de la 

vejiga urinaria (referida como la mucosa) (T4). Puede o no haberse propagado a 

los ganglios linfáticos cercanos (cualquier N), pero no se ha propagado a sitios 

distantes (M0). 

 Etapa IVB: El cáncer se ha propagado a ganglios linfáticos inguinales (ingle), a 

la parte superior del abdomen, al epiplón o a órganos distantes del útero, tal 

como los pulmones, el hígado, o los huesos (M1). El cáncer puede ser de 

cualquier tamaño (Cualquier T) y podría o no haberse propagado a otros 

ganglios linfáticos (Cualquier N). 

 

En la Figura 1 se esquematiza las opciones de tratamiento para ambos tipos de cáncer, 

que por lo general, para estos cánceres es una combinación de cirugía y quimioterapia. 

 

 Cirugía: El médico extirpa el tejido canceroso por medio de una operación. 

 Quimioterapia: Tratamiento que utiliza medicinas especiales para reducir el tamaño 

del tumor o eliminarlo. Estos medicamentos pueden administrarse en píldoras o por 

vía intravenosa y, en ocasiones, de ambas maneras. 

 Los mecanismos de acción de los medicamentos principalmente utilizados 



24  

para estos cánceres se describen a continuación: 

 Paclitaxel: Estimula el ensamblaje de microtúbulos a partir de los dímeros de 

tubulina y estabiliza los microtúbulos impidiendo la despolimerización. Inhibe 

la formación del huso mitótico en la división celular, bloqueando el proceso 

de mitosis. 

 Carboplatino: Produce enlaces cruzados en las cadenas de DNA. 

 Cisplatino: Inhibe la síntesis del ADN produciendo enlaces cruzados dentro y 

entre las cadenas de ADN. La síntesis de proteínas y RNA es inhibida en 

menor grado. 

 

Figura 1 Opciones quirúrgicas y quimioterapéuticas para los cánceres ginecológicos CE y CO. a) Estadios de CO; b) 
Estados de CE; c) Opciones terapéuticas de CO; d) Opciones terapéuticas de CE. HTA= Histerectomía; SOB= 
Salpingooforectomía bilateral; GL= Ganglios linfáticos; QT= Quimioterapia. 
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1.4 Biopsia líquida 

 

Confirmar y detectar la presencia de anormalidades genéticas en tumores sólidos es de 

gran utilidad para el diagnóstico, la selección de la terapia adecuada y el monitoreo de la 

enfermedad [22]; Sin embargo, la invasividad de una biopsia quirúrgica, que involucre 

remover una pieza de tejido o células del cuerpo y que está limitado a la localización del 

tumor, es de alto costo y puede requerir de hospitalización y un tiempo largo de 

recuperación, por lo que es necesario considerar a la biopsia líquida (BL) como la nueva 

alternativa para  la detección y monitoreo del cáncer. 

 

La BL, es una técnica no invasiva que permite detectar biomarcadores de enfermedad en 

sangre y otros fluidos del cuerpo. Por lo cual se puede considerar a la citología en base 

líquida, también llamada Papanicolaou (PAP), como un método no invasivo con potencial 

para rastrear a estos biomarcadores. 

 

La relación entre la etapa de presentación clínica y la supervivencia a la enfermedad ha 

proporcionado una clara justificación de los esfuerzos para mejorar los métodos de 

detección en estadios tempranos, de igual manera los riesgos de los métodos invasivos 

para su diagnóstico definitivo justifican la búsqueda de métodos menos invasivos, como la 

BL. 

 

1.4.1 Plasma sanguíneo 

 

El Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos de América define a la BL como 

una “Prueba que se realiza en una muestra de sangre con el fin de buscar células 

cancerosas tumorales que están circulando en ella o fragmentos de ADN de las células 

tumorales que circulan por la sangre” [23,24].  

La BL presenta ventajas sobre otras técnicas de diagnóstico ya que la forma de obtención 

de los fluidos se realiza de una forma no invasiva o estresantes como las biopsias 

quirúrgicas y estudios de imagen [25]. Los primeros avances de BL se dieron en 1948, 

cuando se realizaron las primeras publicaciones del DNA libre circulante (cf-DNA) y RNA 
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presentes en sangre de humanos, lo que permitió discriminar entre pacientes con cáncer e 

individuos sanos. La BL o los biomarcadores tumorales en sangre tienen un gran valor en 

la detección temprana, predicción y pronóstico del cáncer.  

 

La biopsia quirúrgica (BQ) es el “Gold estándar” para la investigación clínica y de 

secuenciación, pero presenta grandes inconvenientes (invasividad, la información obtenida 

depende del sitio de toma de muestra, largo tiempo de recuperación, alto costo, 

información limitada a la experiencia del patólogo), que pueden ser resueltos con la 

implementación de la BL, misma que brinda información genómica relacionada con 

múltiples sitios de metástasis. Presenta además la ventaja de poder ser fuente de 

diferentes fluidos corporales (plasma, suero, sangre, orina, etc.). Además, al ser 

representativa de la heterogeneidad del tumor que la origina, facilita los análisis 

moleculares de éste. Las comparaciones de la BL y la BQ se pueden ver en la Figura 2. 

 

Figura 2 Biopsia quirúrgica vs Biopsia líquida. Dominguez-Vigil et al, Oncotarget 2018 
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cf-DNA y ct-DNA 

 

El cf-DNA es liberado fragmentado hacia la circulación mediante procesos como apoptosis 

y necrosis por parte de las células normales y cancerosas [26,27]. Cuando son liberados 

específicamente por células normales se le conoce como cf-DNA. Mientras que cuando 

son liberados por parte de las células cancerosas se les conoce como ct-DNA. Dentro de 

las características moleculares del ct-DNA se encuentran que éste puede estar asociado a 

mutaciones, metilaciones y secuencias virales derivadas del tumor [28]. El cf-DNA se 

encuentra principalmente en plasma y suero, sin embargo, puede ser aislado de ascitis, 

leche materna, fluido linfático y peritoneal, aspirado de médula ósea, orina, fluido 

prostático, lavado peritoneal, esputo, fluido cerebroespinal, jugo gástrico y biliar e inclusive 

muestras de heces [29]. Los ácidos nucleicos circulantes se eliminan de la sangre por el 

hígado y el riñón y tienen una vida media variable en la circulación que van desde 15 

minutos hasta varias horas [27,30]. Las concentraciones del ct-DNA en pacientes con 

cáncer oscila en un rango de 0 a 1,000 ng/ml de sangre, con un promedio de 180 ng/ml de 

ct-DNA; mientras que el cf-DNA en sujetos sanos oscila en un rango de 0 a 100 ng/ml de 

sangre, con un promedio de 30 ng/ml [27]. 

   

El ct-DNA es detectado hasta en un 75% de los cánceres pancreático, de ovario, 

colorrectal, de vejiga, mama, cuello, hepatocelular, gastroesofágico y melanoma en 

estados avanzados; y en los casos de cáncer primario cerebral, renal, prostático y tiroideo, 

hasta en un 50%. [31]. 

 

Todos estos descubrimientos han originado un gran interés de los investigadores en el 

potencial que posee el cf-DNA para el diagnóstico, pronóstico y monitoreo de distintas 

condiciones clínicas. Dicho interés se ha enfocado principalmente en pacientes con 

cáncer, ya que presentan aumentos considerables de cf-DNA en comparación con los 

niveles observados en las personas sanas. A su vez, estos incrementos son mayores 

cuando la persona presenta metástasis, que es la diseminación del tumor primario a zonas 

distintas de la original en estados avanzados de la enfermedad. 
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Dentro del potencial clínico del cf-DNA, su medición cuantitativa se ha planteado como un 

marcador que permitiría detectar tumores después de demostrarse que las 

concentraciones de cf-DNA son mayores en personas con cáncer que en personas sanas, 

y significativamente mayores en personas con metástasis. Además de que en muchos 

casos estos niveles disminuyen en respuesta a una terapia anti cáncer exitosa y que 

cuando dichas concentraciones no disminuyen después de la terapia, refleja una falta de 

respuesta del tumor a la terapia. 

 

Sin embargo, se pueden encontrar niveles elevados de cf-DNA en distintas condiciones 

fisiológicas y patológicas distintas al cáncer, como ya anteriormente se ha mencionado.  

Por ello, el esfuerzo emprendido para desarrollar pruebas sanguíneas poco invasivas, 

suficientemente sensibles y específicas para aplicarse en la evaluación clínica de personas 

con cáncer se ha concentrado en la detección de alteraciones moleculares características 

del cáncer en el cf-DNA [32]. 

 

Varios estudios han propuesto el uso de la cuantificación del cf-DNA en plasma como un 

método de tamizaje para cánceres como colon, mama y pulmón. Huang y colaboradores, 

reportaron que las concentraciones de cf-DNA en plasma de pacientes con cáncer de 

mama fue mayor que en tumores benignos, indicando la capacidad de discriminación entre 

lesiones malignas y benignas [33]. 

 

1.4.2 Citología en base liquida (Papanicolaou) 

 

La prueba de Papanicolaou, también conocida como prueba de PAP, Papanicolaou, 

citología cervicovaginal y citología líquida, fue desarrollada en 1940 por Georgios 

Papanicolaou [34]. La prueba de Papanicolaou es un procedimiento que se usa para la 

obtención de células del cuello uterino con el fin de observarlas con un microscopio y así 

detectar si hay cáncer y pre-cáncer. Una prueba de Papanicolaou también puede ayudar a 

encontrar otras afecciones como infecciones o inflamaciones. A veces, se realiza al mismo 

tiempo que un examen pélvico o un examen para detectar ciertos tipos de virus del 

papiloma humano (VPH) [35].  
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Existen dos modalidades de Papanicolaou, convencional y en base líquida.  

 Papanicolaou convencional: el médico primero coloca un espéculo dentro de la 

vagina. Este instrumento de metal o plástico mantiene la vagina abierta, de manera 

que el cuello uterino pueda verse bien. Seguidamente se obtiene, mediante raspado 

ligero, una muestra de células y mucosidad del ectocérvix con una pequeña 

espátula. Se inserta en la abertura del cuello uterino un pequeño cepillo o una 

torunda de algodón para tomar una muestra del endocérvix. Si se extirpó su cuello 

uterino (debido a cervicectomía o histerectomía) como parte del tratamiento del 

cáncer de cuello uterino o precáncer, la muestra se tomará de las células de la parte 

superior de la vagina [35]. Entonces, las muestras se preparan para que se puedan 

observar al microscopio en el laboratorio, como se puede apreciar en la Figura 3.  

 Papanicolaou en base líquida: actualmente y para una mayor visualización y 

mayores especificidades en la detección de las lesiones, se utiliza esta modalidad 

de Papanicolaou, debido a que el Papanicolaou convencional se ha considerado 

subóptima por la alta tasa de falsos negativos, ocasionado probablemente por una 

pobre calidad de muestreo, errores en la preparación o interpretación. La citología 

en base líquida fue desarrollada como una alternativa para mejorar estos 

inconvenientes. Las células se enjuagan en un envase pequeño que contiene 

líquido, se colocan sobre el portaobjetos con una máquina especial y se examinan 

bajo un microscopio para ver si las células son anormales [36]. Con la técnica antes 

mencionada a detalle, se obtienen las células en forma directa en un líquido fijador. 

Las células se fijan al instante y se evita el daño por contacto con el portaobjetos 

seco, se minimiza la degeneración y el secado al medio ambiente después de 

obtener la muestra. Después se realiza una mezcla mecánica, quedando una 

muestra homogénea en la que las células están distribuidas uniformemente. Se 

hace pasar por una membrana semipermeable que retiene las células epiteliales y 

microorganismos, permitiendo el paso de gran parte de los desechos y también de 

algunas células inflamatorias. Luego se transfieren las células a un portaobjetos 

mediante un gradiente líquido, en el cual la muestra se separa en capas después de 

someterlas a centrifugación y se concentran las células eliminando cuerpos 
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extraños. Posteriormente se permite que la muestra se asiente por gravedad en el 

portaobjetos. 

 

Idealmente, la muestra de Papanicolaou debe ser programada cuando la paciente no esté 

menstruando o con sangrado transvaginal. Se deben evitar duchas vaginales, relaciones 

sexuales, uso de tampones o cremas vaginales 24 a 48 horas previas a la toma de 

muestra. En caso de cervicitis, es necesario dar tratamiento previo. La paciente se debe 

colocar en posición supina en litotomía dorsal para poder tomar adecuadamente la 

muestra. El cóxis de la paciente debe estar en la orilla de la mesa de exploración para 

poder colocar adecuadamente el espejo vaginal y poder observar todo el cérvix (Figura 3). 

Se coloca el espejo vaginal y se realiza una revisión general del cérvix. No se recomienda 

el uso de lubricantes porque pueden contaminar u oscurecer la muestra. Se puede utilizar 

agua para lubricar un poco el espejo vaginal. Según los fabricantes de los insumos para 

toma de base líquida, los lubricantes no interfieren con las pruebas de base líquida. Para 

asegurar una adecuada toma de muestra, la superficie de la anatomía del cérvix debe ser 

visualizada completamente, incluyendo el epitelio escamoso exocervical y la unión 

escamocolumnar. Se debe retirar cualquier moco o flujo visible. Para la toma de la muestra 

se puede usar una brocha cervical, citobrush o una espátula, las cual serán aplicadas en la 

superficie del cérvix y rotada en una sola dirección para una toma adecuada, 

asegurándose de rotar al menos 360 grado la espátula o 5 rotaciones de la brocha (Figura 

3) [37]. 

Para la trasferencia del espécimen, dependerá del tipo de citología que se realizará. En el 

caso de la citología con base líquida, si se usa la marca comercial SurePath, tanto la 

cabeza de la brocha el citobrush o la espátula deben ser colocadas en el vial de la 

citología y posteriormente el vial debe ser etiquetado adecuadamente. En el caso del 

ThinPrep, la espátula o el citobrush son agitados vigorosamente 10 veces para poder 

liberar el espécimen y luego deben ser eliminados. En el caso de las citologías 

convencionales, los especímenes deben ser aplicados en la laminilla y posteriormente 

fijados con alcohol al 90% o bien con spray [38,39]. 
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Figura 3 Figura representativa del procedimiento para la toma de la citología liquida. 

 

Se han hecho múltiples estudios que evalúan la probabilidad de encontrar CE en citologías 

cérvicouterinas. Actualmente hay una distinción especial llamada células glandulares 

atípicas (AGC). Las AGC de la citología cervical generalmente se originan del epitelio 

glandular del endocérvix o del endometrio. Estas son encontradas con menor frecuencia 

en las células escamosas anormales. Las anormalidades glandulares se encuentran 

aproximadamente en un 0.1 a 2.1 por ciento de todas las muestras de citología cervical 

[40]. Según un estudio en donde se analizaron 75,000 muestras cérvicovaginal, las AGC 

se encontraron más frecuentemente en mujeres mayores de 40 años que en menores de 

40 años (1.1 a 2.4 contra 0 a 0.8 o cada 1000 mujeres) [39]. Esto contrastó con los 

hallazgos citológicos con anormalidades escamosas, las cuales se encontraron más 

frecuentemente en mujeres entre 15 y 29 años.  Las AGC están asociadas con lesiones 

premalignas o malignas en aproximadamente un 30% de los casos [42,43]. A pesar de 

esto, la mayoría de las veces este tipo de lesiones se tratan en realidad de lesiones 
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escamosas y no glandulares [44,45]. Las glándulas en la citología cérvico vaginal se puede 

originar del endocérvix o del endometrio y en muy raras ocasiones de otros sitios.  

 

En algunas ocasiones, el origen de la neoplasia sospechada por la citología cervicovaginal 

es diferente al cérvix o al de útero. Las AGC se han asociado ocasionalmente al CO o al 

cáncer de trompas de Falopio [46]. El CO se ha reportado en un 0.1 a 6.4% de las veces 

en mujeres con AGC y altamente relacionado con el hallazgo incidental de cuerpos de 

psamomma [43].  

 

Aunque la prueba de citología fue introducida para el tamizaje del CaCU y sus 

precursores, como ya se vio previamente, en algunas ocasiones el CEO y el CE pueden 

ser detectadas por una citología cérvico vaginal anormal. Sin embargo, la sensibilidad de 

la citología sola es muy baja como para tener una repercusión citológica. 

Al parecer es realmente prometedor el poder detectar algún cáncer de origen pélvico por 

medio de la detección de DNA en las células cervicovaginales. Gracias a nueva tecnología 

de la secuenciación del DNA, es posible identificar estas anormalidades en la citología en 

base líquida. Kinde y colaboradores identificaron la presencia de las mutaciones del tumor 

primario en comparación con la citología en 100% de los casos del CE y 41% de los CO 

[47]. 
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2. Antecedentes 

 

En la actualidad, no siempre es posible diagnosticar oportunamente a la mayoría de los 

diferentes tipos de cánceres, debido a que durante sus primeras fases son asintomáticos, 

además de que hasta hace muy poco, los métodos para su detección actuales no 

presentan ni la sensibilidad ni la especificidad adecuadas, por lo que se dependía de 

cirugías invasivas para tomar una biopsia y lograr confirmar/descartar sospechas. 

 

Las neoplasias ginecológicas que este proyecto busca unificar en su enfoque diagnóstico 

afectan a nuestras mujeres en los años de mayor dependencia de sus familias y más 

productivos para el resto de la sociedad. 

 

En México y el mundo no existen, a la fecha, metodologías cuyas sensibilidades y 

especificidades sean lo suficientemente efectivas para la detección oportuna de los 

cánceres ginecológicos, por lo cual en estas neoplasias que están en aumento, los 

diagnósticos se realizan en estadios avanzados y ello resulta en alta mortalidad. 

 

Por lo que este trabajo, busca beneficiarse de las innovaciones tecnológicas actuales, 

como la biopsia líquida, una técnica no invasiva que permite detectar biomarcadores de 

enfermedad en sangre y otros fluidos del cuerpo, aunado de su mínima invasividad y fácil 

obtención para el diagnóstico oportuno de dichas neoplasias, lo que sin duda abre una 

gran posibilidad de combatir más efectiva y oportunamente a estos cánceres 

ginecológicos, que tanto sufrimiento y deterioro económico imponen a las familias y 

sociedad mexicanas. 

 

La aplicación de las nuevas tecnologías genómicas para el rastreo de mutaciones 

emblemáticas en un panel de genes a las muestras de biopsias líquidas de sangre se usa 

ya en nuestro país para combatir el cáncer de pulmón, por lo que a futuro permitirá este 

prometedor enfoque diagnóstico, como la nueva propuesta de la medicina genómica para 

la detección oportuna de estos cánceres ginecológicos. 

La evolución de los métodos de secuenciación nucleotídica masiva (NGS, del inglés Next 
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Generation Sequencing) y de PCR de tercera generación (ddPCR, del inglés Droplet digital 

Polimerasa Chain Reaction), nos han provisto de herramientas altamente sensibles y 

novedosas que combinadas con un método no invasivo de diagnóstico de anormalidades 

genéticas como la biopsia líquida, contempla la posibilidad de utilizarle para el diagnóstico 

oportuno de cánceres ginecológicos. 

 

La prevención y el diagnóstico temprano en el cáncer ginecológico se ha convertido en una 

realidad debido al reconocimiento de la génesis del cáncer en general, así como de su 

progresión, dados por un proceso caracterizado por una serie de eventos moleculares y 

genéticos. 

 

En el CE y el CO, estos procesos originan un crecimiento descontrolado de las células 

anormales de los respectivos tejidos. 

 

Es importante destacar que hasta hace un par de décadas, el CaCU se encontraba como 

una de las primeras causas de muerte de la mujer por cáncer. En los últimos 50 años la 

reducción en su mortalidad en los países desarrollados se ha atribuido a programas de 

prevención y control bien organizados, basados en la incorporación del cribado empleando 

la prueba de Papanicolaou [48]. 

 

Entre las herramientas estudiadas para la detección de CO en etapas tempranas como 

tamizaje se encuentran el interrogatorio y la exploración ginecológica, los marcadores 

tumorales, entre los que destaca el Ca125, el uso de métodos de imagen como el 

ultrasonido, y diversas herramientas multimodales [49,50]. Los marcadores tumorales son 

los que más atención han recibido debido a su bajo costo, fácil reproducibilidad y porque 

no son métodos invasivos. Sin embargo, el Ca125 presenta una especificidad es limitada. 

Debido a la presencia de ciclos menstruales, así como a la presencia de una mayor 

cantidad de condiciones benignas, la tasa de falsos positivo para detectar CO es mayor en 

mujeres premenopáusicas; debido a que se puede elevar en muchas condiciones 

benignas como endometriosis, miomatosis uterina, cirrosis, enfermedad pélvica 

inflamatoria, menstruación o cualquier causa que ocasione irritación peritoneal. Por esto 
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mismo, el estudio del Ca125 se ha limitado a mujeres postmenopáusicas, encontrando 

valores de corte ≥ 30 U/ml como un predictor para riesgo de CO [51]. 

 

NGS en la detección de mutaciones 

 

Actualmente, las complejas preguntas de investigación genómica exigen una profundidad 

de información más allá de la capacidad de las tecnologías tradicionales de secuenciación 

del DNA. Con su rendimiento, escalabilidad y velocidad sin precedentes, la NGS (también 

conocida como secuenciación masiva paralela, del inglés massive parallel sequencing) 

permite a los investigadores estudiar sistemas biológicos a un nivel nunca antes posible, 

además tiene el potencial de detectar todos los tipos de variación genómica en un único 

experimento, incluyendo variantes de nucleótido único o mutaciones puntuales, pequeñas 

inserciones y deleciones, y también variantes estructurales tanto equilibradas (inversiones 

y translocaciones) como desequilibradas (deleciones o duplicaciones).  

 

El esquema principal de trabajo es conceptualmente similar para todos ellos: el DNA se 

fragmenta y mediante ligación se le añaden secuencias adaptadoras a los extremos; los 

fragmentos de DNA se amplifican clonalmente y se agrupan juntos (clustering) para ser 

utilizados como entidades a secuenciar; la secuenciación se realiza alternando ciclos de 

terminación reversible cíclica mediante terminadores reversibles para incorporar 

nucleótidos marcados fluorescentemente que a continuación son «fotografiados» y 

posteriormente son procesado. Finalmente las secuencias cortas producidas por el 

instrumento se denominan lecturas o reads, las cuales se analizan bioinformáticamente 

[52]. 

 

Hoy en día, la NGS se está convirtiendo en una herramienta clave para los programas de 

detección molecular de enfermedades. La identificación de pacientes con mutaciones 

oncogenéticas proporciona la oportunidad de utilizar la información genómica de los 

tumores individuales para guiar la selección de terapias en un intento de mejorar el 

resultado de los pacientes con cáncer [53]. 
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Las opciones innovadoras de NGS y el análisis de datos permiten una amplia gama de 

aplicaciones, por ejemplo, la secuencia rápida de genomas completos, secuenciar 

profundamente regiones blanco, descubrir nuevas variantes de RNA y sitios de empalme, 

analizar factores epigenéticos como la metilación del DNA en todo el genoma, caracterizar 

las interacciones DNA-proteína, investigar la diversidad microbiana en los seres humanos, 

y estudiar variantes somáticas raras en cáncer [54]. 
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3. Justificación 

 

 

 

En la actualidad, no existen pruebas diagnósticas para la detección temprana de los CE y 

CO, por lo que la incidencia de estos ha aumentado considerablemente y la detección se 

realiza en etapas del cáncer muy avanzadas. 

En nuestro país, estas neoplasias han sido clasificadas como problema nacional a atender, 

por lo que es imperativa la búsqueda de técnicas que puedan conducir a su detección. 

El poder diagnóstico de las herramientas genómicas actuales podría conducir a detectar 

oportunamente los CE y CO. 
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4. Hipótesis 

 

 

 

 

La detección de mutaciones asociadas a los CO y CE en la citología líquida, y los niveles 

del cf-DNA del plasma sanguíneo son potenciales biomarcadores para la detección 

oportuna de dichas neoplasias.   
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5. Objetivos 

 

 

5.1 Objetivo general 

 

Evaluar la citología líquida y el plasma sanguíneo de pacientes con cáncer de ovario o 

endometrio, en busca de biomarcadores moleculares diagnósticos para la detección 

oportuna de dichas neoplasias. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1. Integrar un biobanco de muestras tumorales, citológicas y de plasma de pacientes 

diagnosticadas con patologías ginecológicas, complementado con sus datos y 

características clínicas, epidemiológicas y factores de riesgo. 

2. Comparar procedimientos para el aislamiento de DNA proveniente de citología 

líquida. 

3. Determinar los niveles del cf-DNA del plasma sanguíneo en pacientes con 

patologías ginecológicas. 

4. Identificar y validar el perfil de mutaciones en genes asociados al desarrollo de los 

cánceres de ovario y endometrio en muestras tumorales. 

5. Rastrear mutaciones tumorales en las citologías líquidas empleando secuenciación 

Sanger y qPCR. 

6. Implementar una prueba rápida para detectar mutaciones en muestras de citología 

en base liquida 

 

 

 

 

 

 

 



40  

6. Materiales y Métodos 

 

6.1 Diseño del estudio: prospectivo, observacional, transversal y descriptivo. 

 

6.2 Aspectos éticos: el estudio se llevó a cabo de acuerdo con lo señalado en 

Declaración de Helsinki, Buenas Prácticas Clínicas, y las normas establecidas en la Ley 

General de Salud.  

 

Para la recolección de muestras de las instituciones participantes, el proyecto contó con 

las aprobaciones de sus respectivos Comités de Ética. A saber:  

 

Comité de Ética en Investigación del H.U.                                        BI13-005  

Comité de Ética en Investigación del INCan                                    CEI/1031/16 

Comité de Ética en Investigación de TECSALUD     CEI/19039/0139 

 

6.3 Esquema de estrategia general 

Pacientes con diagnóstico clínico de cáncer de ovario, cáncer de endometrio, patología 

benigna de ovario o de endometrio, que cumplieran con los criterios de inclusión y que 

aceptaran participar en el protocolo en alguna de las tres instituciones antes mencionadas, 

se les procedió a tomar muestras de sangre (biopsia liquida), citología en base liquida y un 

fragmento del tejido embebido en parafina (biopsia quirúrgica) (tras cirugía), se analizó y 

determino mediante secuenciación de nueva generación el perfil de mutaciones en los 

tejidos y posteriormente se rastrearon dichas mutaciones en las citologías liquidas y se 

determinaron los niveles de cf-DNA en las biopsias liquidas de las mismas mediante 

fluorometria, PCR en tiempo real y PCR digital. 
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Figura 4 Estrategia general del proyecto 

6.4 Pacientes y muestras 

Este proyecto contempló recolectar un total de 200 muestras (totales) de pacientes con 

diagnóstico o sospecha clínicos de los siguientes grupos de estudio: 

 Grupo I: muestras de pacientes diagnosticadas con CE 

 Grupo II: muestras de pacientes con CO 

 Grupo III: muestras de pacientes con diagnóstico de lesión anexial tales como 

quistes, teratomas, cistoadenomas (patologías benignas del ovario (PBO)) 

         Grupo IV: muestras de pacientes con diagnóstico de lesión endometrial tales 

como hiperplasia, pólipo (patologías benignas del endometrio (PBE)) 

 

6.5 Criterios de inclusión, exclusión y eliminación 

a) Criterios de inclusión (grupos I-IV) 

 Pacientes femeninas mayores de 18 años. 

 Sin tratamiento previo a su diagnóstico clínico. 

 Con lesión anexial y/o endometrial (patologías benignas del ovario o del 
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endometrio) que requiera confirmación histológica mediante biopsia incisional o excisional. 

 Que acudan a consulta ginecológica por una biopsia de endometrio, o 

presenten períodos menstruales anormales (sangrado profuso, prolongado o irregular), 

sangrado después de la menopausia, sangrado por tomar medicamentos de 

hormonoterapia, engrosamiento del revestimiento uterino observado en una ecografía o en 

el diagnóstico de cáncer endometrial, u ovárico. 

 Que acepten participar en el estudio mediante la firma del Consentimiento 

Informado. 

b) Criterios de exclusión (todos los grupos) 

 Pacientes que hayan estado en tratamiento quimioterapéutico y/o quirúrgico para los 

diagnósticos antes mencionados. 

 Pacientes con VIH o hepatitis C. 

c) Criterios de eliminación (todos los grupos) 

 Muestras cuya cantidad o calidad de sus ácidos nucleicos no sea la adecuada 

para llevar a cabo los experimentos. 

6.6 Proceso de obtención de muestras 

Una vez llevado a cabo el proceso de Consentimiento Informado se procedió a la 

obtención de las siguientes muestras: 

1. Citología en base líquida: obtenido en una camilla especial para las tomas 

cervicovaginales en un área adecuada para ello, previo a cirugía. Fue realizado por una 

enfermera o medico ginecólogo especializados, mediante la ayuda de un cepillo 

especializado que puede colectar células del canal endo y exocervical (contamos con dos 

marcas diferentes de cepillos: Colpotre, una marca nacional; y Rover cervex brush, una 

marca extranjera) 

2. Sangre: obtenida mediante punción venosa, previo a cirugía, en un área adecuada 

para ello. Colectada por enfermeras capacitadas. En tubos con EDTA, tubos especiales 

para suero y tubos especializados para la recolección y almacenamiento de ácidos 

nucleicos circulantes. 

3. Tejido embebido en parafina: obtenido solo para aquellas pacientes que se 

encuentren programadas para cirugía como parte de su tratamiento, posterior a cirugía, el 

patólogo otorga una pieza del tejido embebido en parafina, que contenga más del 80% de 
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células tumorales.  

  

6.7 Métodos 

En este estudio se realizaron pruebas de biología molecular y genómica para el rastreo de 

mutaciones en genes que se han asociado al desarrollo de los cánceres de ovario y 

endometrio. Las pruebas se realizaron tanto en tejidos embebidos en parafina (grupos I-

IV), citología en base líquida, así como en DNA libre circulante de sangre (específicamente 

plasma o suero) obtenidos mediante biopsia líquida. Todas las muestras se obtuvieron de 

la misma paciente. 

 

Las muestras fueron fraccionadas en alícuotas con el fin de maximizar su 

aprovechamiento y fueron almacenadas para su posterior extracción de ácidos nucleicos. 

A la vez, se generó un archivo electrónico con los datos relevantes de cada paciente (base 

de datos). A cada paciente o voluntaria se le aplicó una encuesta de percepción del dolor 

durante procedimientos ginecológicos de mayor frecuencia (ver anexos), misma que 

también se aplicó a otras mujeres, dicha encuesta es anónima y de riesgo menor al 

mínimo, por lo que se pudo aplicar a cualquier voluntaria. La aplicación de la encuesta fue 

llevada a cabo con el objetivo de complementar el estudio respecto al tema de invasividad 

de la técnica (BL modalidad sangre y citología líquida versus el estándar de oro, la biopsia 

quirúrgica). 

 

6.7.1 Recolección y análisis histopatológico de muestras de tumores 

Las pacientes que por tratamiento médico fueran programadas para cirugía, se solicitó al 

patólogo una porción del tejido embebido en parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) (30 

mg), así como el diagnóstico (reporte) histopatológico del mismo. Como parte del 

procedimiento, se les pidió a los patólogos que indicaran el área donde se encontraba la  

mayor concentración de células cancerosas, para tomar una pequeña alícuota con un 

punch para biopsia y posteriormente cortarlo en fragmentos más pequeños para 

procesarlo. Las muestras fueron almacenadas a 4ºC hasta su procesamiento (extracción 

de ácidos nucleicos). 
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6.7.2 Extracción de ácidos nucleicos 

La extracción de ácidos nucleicos se llevó a cabo utilizando con el kit comercial DNA/RNA 

FFPE kit (QIAGEN), el cual garantiza la extracción de ácidos nucleicos a partir de biopsias 

embebidas en parafina (aún si está fragmentado), ver anexo 1; para la obtención de ácidos 

nucleicos de plasma o suero, o ácidos nucleicos circulantes, se utilizó el kit QIAmp 

Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen), ver anexo 2; para la extracción de ácidos nucleicos 

de sangre total se utilizó el kit DNA Blood and Tissue Midi Kit (Qiagen), ver anexo 3; y, 

finalmente para citología líquida se utilizó un kit comercial DNA/RNA All Prep (Qiagen), ver 

anexo 4, mediante una metodología manual y automatizada utilizando el equipo Qiacube 

de Qiagen. La cantidad de los ácidos nucleicos fue analizada en un espectrofotómetro 

(Nanodrop, Thermo Scientific) utilizando 1 µl de la muestra, o mediante un fluorómetro 

(Qubit, Thermo Scientific) utilizando 2 µl de la muestra, finalmente el grado de integridad o 

de la degradación del DNA se evaluó por medio de electroforesis en geles de agarosa al 

1% tenido con bromuro de etidio (Br-Et), utilizando en promedio 400 ng de la muestra. 

Además, se realizó PCR punto final para el gen de la β-globina a fin de comprobar la 

capacidad de amplificación de un fragmento de al menos 268 bp, ver anexo 5. Cabe 

destacar que algunos protocolos en los anexos se encuentran en el idioma ingles con el 

objetivo de indicar los procedimientos originales y facilitar su reproducción. 

 

6.7.3 Generación del Biobanco y archivo electrónico 

Las muestras fueron procesadas con material nuevo y estéril para evitar la contaminación 

cruzada entre las mismas. Los ácidos nucleicos extraídos de las muestras de tejidos se 

conservarán en 2 alícuotas a -20°C (DNA), la primer alícuota se utilizó en la NGS para la 

identificación de mutaciones que hubiesen sido encontradas en el tejido embebido en 

parafina (FFPE) y la segunda alícuota se utilizó para confirmar o validar las mutaciones 

detectadas mediante Sanger o PCR digital (ddPCR, del inglés digital PCR), dependiendo 

de la fracción alélica mutante. Cada paciente cuenta con un archivo electrónico en donde 

se almacena toda la información relevante generada en la hoja de recolección de datos, 

contando, además, con una clave de seguridad para garantizar la confidencialidad de los 

datos de identidad. La información es almacenada en archivos confidenciales, a los cuales 

sólo tienen acceso los investigadores del proyecto. Por medio de estas herramientas 
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garantiza un manejo de muestras clínicas y sus datos asociados de manera institucional y 

ética. 

 

6.7.4 Detección de mutaciones asociadas a los CO y CE 

En este estudio se realizaron pruebas moleculares basadas en NGS para la detección de 

las principales mutaciones conocidas a la fecha como causa de estos tumores, en genes 

relacionados al desarrollo de estos; a saber: TP53, BRAF, CTNNB1, KRAS, PPP2R1A, 

PIK3CA, PTEN, FBXW7, APC, AKT1, EGFR y NRAS inicialmente, contemplándose 

también genes que se han asociado a sobrevida como BRCA1, BRCA2, CHST5, CNTN5, 

MACF1, OR10G4, SESTD1, TOP2A y ARID1A.   

Primero se realizó la detección de las mutaciones en los exones de los genes 

seleccionados en las muestras de FFPE, mediante NGS, utilizando el equipo Mi-Seq de 

Illumina. Esta tecnología fue elegida por ser altamente sensible y específica para los 

estudios genómicos. En la primera fase de la NGS, realizada durante la primera estancia 

de investigación en el laboratorio de la RAI, se secuenciaron 66 muestras de pacientes con 

patologías ginecológicas (CE, CO, PBO y PBE) en un rastreo general de al menos 96 X. 

Posteriormente, se tuvo la oportunidad de utilizar un panel de 56 genes (hotspots de genes 

clínicamente relevantes: ABL1, AKT1, ALK, APC, ATM, BRAF, CDH1, CDKN2A, CSF1R, 

CTNNB1, DDR2, DNMT3A, EGFR, ERBB2, ERBB4, EZHZ, FBXW7, FGFR1, FGRF2, 

FGRF3, FLT3, FOXL2, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAK3, 

KDR, KIT, KRAS, MAP2K1, MDL, MET, MLH1, MSH6, NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGRA, 

PIK3CA, PTEN, PTPN11, RB1, RET, SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, TP53, 

TSC1, y VHL) durante la segunda estancia de investigación en el laboratorio WCHN donde 

se secuenciaron 12 muestras de pacientes con CE a una profundidad de al menos 3,000 

X. 

 

6.7.4.1 Preparación de las librerías 

a) Generación de librerías de los exones de 21 genes: 66 muestras 

Para la NGS de las 66 muestras de FFPE se utilizó el kit TruSeq Custom Amplicon Low 

Input, el diseño utilizado en este proyecto se encuentra en el anexo 6. 

Illumina recomienda analizar la calidad del DNA debido a que las muestras de FFPE 
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generalmente se encuentran fragmentadas, por lo que recomiendan realizar el control de 

calidad mediante qPCR (PCR tiempo real)  evaluando el gen ACD1 (asociado a muerte 

celular) y posteriormente por la diferencia de la media del ∆CT de la muestra menos el 

∆CT (diferencia del ciclo umbral, del inglés threshold cycle, que es el ciclo en el cual una 

muestra atraviesa el umbral de detección) de la muestra de referencia. Para ello, las 

muestras se ajustaron a una concentración de 0.25 ng/µl las muestras para adicionar el 

mismo volumen de reacción a cada uno, ver anexo 7. Este control de calidad generó 

información acerca de la cantidad necesaria para la secuenciación dependiendo del grado 

de degradación, en la cual, de una muestra FFPE poco degradada se utilizó menos DNA 

para la reacción de secuenciación, mientras que de una muestra degradada se utilizó más 

cantidad. 

 

Una vez identificada la calidad del DNA proveniente del tejido FFPE, se llevó a cabo el 

siguiente flujo de trabajo para llevar a cabo las librerías, como se indica en la tabla 2: 

 

Tabla 2. Flujo de trabajo para el proceso de las librerías 

1 Cuantificación y dilución del DNA 

2 Hibridación del pool de oligos 

3 Eliminación de oligos no unidos 

4 Extensión y ligación de oligos 

5 Amplificación de las librerías 

6 Limpieza de las librerías 

7 Normalización de las librerías 

8 Realización del pool de las librerías 

 

A continuación, se detallan un poco más los pasos del flujo de trabajo realizado: 

*El protocolo original y en ingles se detalla en el anexo 8. Todas las soluciones de etanol o 

NaOH se realizaron frescas o recién preparadas. Se utilizó agua comercial ultra pura para 

todos los procesos, así como puntillas con filtro para evitar contaminación cruzada. 

 

Paso 1. Cuantificación y dilución del DNA: en este paso se utilizó un método preciso de 

cuantificación (fluorescencia), el Qubit, dependiendo de la cantidad inicial de la muestra, se 
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diluyó hasta una concentración de 10-25 ng/µl con el buffer RS1 en un volumen total de 4 

µl, para posteriormente adicionar 1 µl de buffer SS1. 

 

Paso 2. Hibridación del pool de oligos: En este paso se añadieron los oligos (o primers) 

específicos para nuestra región de interés mencionados en el anexo 6. Para ello, se llevó a 

cabo una PCR punto final siguiendo las condiciones:  

Se mezcló nuestra muestra del paso anterior con los oligos (CAT), además se utilizó una 

reacción control interna denominada ACP3. Posteriormente se llevó al termociclador bajo 

las siguientes condiciones: 

a) La tapa del termociclador fue precalentada a 100°C. 

b) Paso 1: 95°C por 3 min 

c) Paso 2: Desde 90°C, decremente la temperatura por 0.5°C, manteniendo por 

30 s, con rampaje a 0.1°C por s 

d) Paso 3: El paso 2 se repitió  por 59 ciclos 

e) Paso 4: Desde 60°C, decremente la temperatura por 0.5°C, manteniendo por 1 

min, con un rampaje a 0.1°C por s 

f) Paso 5: El paso 4 se repitió por 19 ciclos 

g) Paso 6: Desde 50°C, decremente la temperatura por 1°C, manteniendo por 2 

min, con un rampaje a 0.1°C por s 

h) Paso 7: El paso 6 se repitió 9 ciclos 

i) Paso 8: Desde 40°C, mantener por 10 min, con un rampaje a 0.1°C por s. 

 

Paso 3. Eliminación de oligos no unidos: para este paso se utilizaron 25 µl de SPB o perlas 

magnéticas (del inglés Sample Purification Beads) a cada muestra para la remoción de los 

oligos no unidos al DNA. Además, se realizaron 3 pasos de lavado con las soluciones de 

lavado SW1 (del inglés Stringent Wash 1) y un paso de lavado con etanol al 60%. Todo 

esto en un magneto para placa de 96 pozos. 

 

Paso 4. Extensión y ligación de oligos: En este paso la enzima DNA polimerasa (la cual se 

contiene en la mezcla de ELB/ELE) extiende la región de interés seguida de una ligación 

del extremo 5‟ usando una ligasa. El resultado es la formación de un producto que 
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contiene la región de interés flanqueado por secuencias requeridas para amplificación. Se 

utilizó el siguiente programa en el termociclador: 

a) La tapa del termociclador fue precalentada a 100°C. 

b) Incube a 37°C por 45 min 

c) Incube a 70°C por 20 min 

d) Mantenga a 4 °C 

 

Paso 5. Amplificación de las librerías: En este paso a los productos amplificados 

anteriormente se les añadieron los índices o marcajes, que son las secuencias requeridas 

para la formación de clústeres. Estos marcajes son únicos pues ayudaran a diferenciar 

cada muestra en el pool de muestras que al final llevamos a secuenciar.  

 

Después de añadir los índices a las muestras se utilizó el siguiente programa en el 

termociclador:  

a) 95°C por 3 min 

b) 26 ciclos de los siguientes pasos 

c) 98°C por 20 s 

d) 67°C por 20 s 

e) 72°C por 40 s 

f) 72°C por 1 min 

g) Mantener a 10°C 

 

Paso 6. Limpieza de las librerías: En este paso se purificaron las muestras de los otros 

componentes de la reacción mediante el uso de perlas magnéticas o SPB. Se realizaron 

lavados con etanol al 80% y al final se resuspendieron las librerías en el buffer RSB o 

buffer de Re-suspensión (del inglés Resuspension Buffer). En este paso se realizó un 

control de calidad verificando el tamaño del amplicón deseado donde se utilizó el 

bioanalyzer DNA chip 1000 siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Paso 7. Normalización de las librerías: En este paso se consigue que las muestras sean 

unificadas a la misma concentración de manera equilibrada para su perfecta 
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representación al momento de la secuenciación. Para ello, se trabajó en el magneto de 

placa y se realizaron al menos dos lavados especiales y uno final con NaOH. 

 

Paso 8. Realización del pool de las librerías: Este paso combina volúmenes equitativos 

para la normalización de las muestras en un solo tubo de reacción. 

 

b) Generación de librerías: hostspot de 56 genes: 12 muestras 

Para las 12 muestras (hotspot) se utilizó el kit Accel-Amplicon 56G Oncology Panel v2, el 

cual utiliza 263 amplicones (138 bp) diseñados para cubrir las 16,000 mutaciones 

clínicamente COSMIC (Forbes et al. Oxford Journals. 2014), siendo compatible con 

muestras de FFPE y el cual utilizó una cantidad mínima de DNA (10 ng), siendo capaz de 

generar las librerías en un mismo tubo de reacción en menos de 2 h, ver el protocolo 

original y en inglés que se detalla en el anexo 8. 

 

6.7.4.2 Secuenciación 

La secuenciación se llevó a cabo en una Flow cell v3 de 600 ciclos (Panel de 21 genes 

para las 66 muestras) y una Flow cell Micro v2 de 300 ciclos PE (Panel de hotspot de 56 

genes para las 12 muestras) pareadas en el equipo Mi-Seq de Illumina.  

 

6.7.4.3 Análisis bioinformático 

 

Una vez terminada la secuenciación se generaron los archivos. fastq, se trimaron las 

secuencias con el programa Trimmomatic, se alinearon con el programa BWA, se utilizó el 

programa Primerclip para el clipping, finalmente el llamado de variantes se realizó con los 

programas BaseSpace (Illumina), HaplotypeCaller (GATK, Broad Institute) y LoFreq 

(Genome Institute of Singapore) donde se generaron archivos que pudieran ser leídos o 

codificados por los programas posteriores para el análisis de variantes, en archivos 

denominados .vcf. Finalmente, los .vcf se analizaron en el programa Ingenuity Variant 

Analysis (IVA) de Qiagen para consecutivamente asociar las variantes encontradas con 

algún efecto (patológico o no) biológico, mediante los programas COSMIC (base de datos-

catálogo de mutaciones somáticas asociadas a cáncer), dbSNP (base de datos de SNP), 
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ClinVar (base de datos que asocia las variantes genéticas con la salud humana), 

PROVEAN y SIFT (base de datos que permite analizar el efecto de las variantes 

encontradas con las proteínas). Se encontraron ≥ 50 mutaciones por muestra, sin 

embargo, solo se filtraron bioinformáticamente las variantes conductoras (del inglés, 

cancer driven mutations), es decir, aquellas que le confieren una pequeña ventaja selectiva 

de crecer al tumor.  

 

6.7.5 Validación de mutaciones asociadas a los CO y CE 

 

Una vez establecidas las mutaciones emblemáticas mediante NGS, se procedió a 

validarlas mediante una tecnología diversa (validación ortogonal, es decir, una tecnología 

con un tipo de error totalmente diferente al de la metodología original -en este caso en 

particular, la NGS- de forma que si una mutación encontrada mediante NGS es artificia 

este podría ser un error intrínseco del método, pero si la nueva metodología confirma la 

mutación, significa que la mutación es real y no un artefacto). Actualmente, la sensibilidad 

de las herramientas genómicas actuales permite identificar variantes raras “mutantes” (del 

inglés, mutant) dentro de cientos de variantes “silvestre” (del inglés, wildtype), sin 

embargo, por orden de sensibilidad respecto a la frecuencia alélica mutante (FA, o AF del 

inglés Allelic Frecuency), se tiene a la secuenciación Sanger (≥ 10% FA), NGS (≥ 2% FA), 

qPCR (≥ 1% FA), y la ddPCR (≤ 0.01%). 

 

La validación se llevó a cabo mediante: 

a) Sanger: Para la realización de los primers se utilizaron las plataformas en 

línea Primer Quest Tool  de IDT (Integrated DNA Technologies, por sus siglas en ingles) y 

Primer-BLAST de la NCBI (National Center for Biotechnology Information, por sus siglas en 

ingles), y el nucleotide BLAST de la NCBI para alinear los primers diseñados con la región 

deseada, así como Genome Browser y la herramienta In-Silico PCR de la UCSC 

(University of California Santa Cruz, por sus siglas en ingles). Una vez bioinformáticamente 

diseñados y validados los primers, estos fueron obtenidos de Invitrogen, Thermo Scientific.  

Posteriormente, se procedió a probarlos en un DNA previamente conocido, utilizando la 

enzima Platinum SuperFi DNA Polymerase (Invitrogen) bajo las condiciones del fabricante 
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para una reacción de 25 μl con 10 ng de DNA como material inicial, en un termociclador de 

PCR punto final Bulldog (LifeECO). Una vez estandarizadas las PCR, se realizaron las 

reacciones con las muestras de FFPE, sangre y citología en base liquida de cada paciente. 

Se visualizaron y analizaron los productos de PCR en un gel de agarosa ultra pura 

(Invitrogen) al 1% teñido con bromuro de etidio, la electroforesis se llevó a cabo a 120 volts 

por 45 min, se excisionó el amplicón con la ayuda de un bisturí y se colocó en un tubo 

eppendorf de 2 ml el cual posteriormente fue purificado utilizando el kit comercial 

QIAquick® Spin (Qiagen) (ver anexo 10) conforme a lo indicado en el Handbook, eluyendo 

el DNA en 55 μl totales de buffer EB. Se cuantificó el DNA con el espectrofotómetro 

Nanodrop 2,000 y se corroboro que el valor de la relación de la absorbancia 260/280 fuera 

≥ 1.80. El producto de PCR se colocó por duplicado (10 µl) a una concentración de 1-5 ng/ 

µl, en tubos de 0.2 ml los cuales, cada uno contenía 5 µl del oligo (primer o reverse, en 

tubos diferentes, por ello el duplicado) a una concentración de 5 µM para de esta manera 

enviarse a un Laboratorio tercero especializado donde secuencio con el equipo ABI 3730xl 

DNA Analyzer y posteriormente se generaron los archivos .abi los cuales se analizaron 

mediante el programa SnapGene Viewer/Chromas-Pro para identificar las variantes 

deseadas validando  (ya sea confirmando o descartando) la presencia de éstas variantes 

en las muestra en cuestión. 

 

b) qPCR (genotipificación): se diseñaron los primers necesarios para las 

variantes en cuestión mediante herramientas gratuitas en línea como NCBI nucletide o la 

página web de IDT, para la variante wild type y la variante mutada. Para la qPCR se 

utilizaron reactivos TaqMan, y se llevó a cabo en el equipo QuantStudio™ 7 Flex Real-

Time PCR System de Applied Biosystems™, en una reacción de 10 µl y condiciones 

establecidas según el inserto de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (ver anexo 11). 

 

 

c) ddPCR: se diseñaron los primers necesarios para las variantes genómicas en 

cuestión mediante herramientas gratuitas en línea como NCBI nucleotide o la página web 

de IDT, para la variante wild type y la variante mutada. Posteriormente se siguieron las 

indicaciones del fabricante, Raindance (RainDance Technologies, Billerica, Mass), ver 
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anexo 12. 

 

6.7.6 Análisis de datos  

 

A todas las variaciones genéticas encontradas se les determino su posible significancia 

patogénica bioinformáticamente tras ser comparadas con las reportadas en las bases de 

datos, principalmente la base de datos COSMIC. 

 

Respecto a las comparaciones del cf-DNA, se analizaron mediante ANOVA de 1 vía y los 

resultados se compararon directamente con el estándar de oro por la FDA, la medición del 

antígeno CA 125. 

 

6.7.7 Aplicación de la prueba de la citología liquida 

 

A fin de realizar la aplicación clínica de un potencial biomarcador de respuesta temprana, 

se realizó una prueba piloto en muestras de citología en base liquida mediante qPCR, ver 

anexo 11. 
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7. Resultados y Discusiones 

 

7.1 Resultados y discusiones asociados al Objetivo 1 

 

Como parte de los resultados del objetivo 1, que fue integrar un biobanco de muestras 

tumorales, citológicas y de plasma de pacientes diagnosticadas con CO o CE y controles, 

complementado con sus datos y características clínicas, epidemiológicas y factores de 

riesgo, se detallan a continuación los hallazgos:  

 

a) Características de la población de estudio 

 

 Participaron 348 pacientes femeninas, con un rango de edad de 18-85 años y 

una edad promedio de 49 años, con Índice de Masa Corporal (IMC) promedio de 29.9, el 

cual se asocia con sobrepeso. Schmandt et al reportaron que pacientes con un IMC ≥30 

presentan un riesgo relativo (RR) de 2.62 veces de presentar CE; mientras que pacientes 

con un IMC ≥25 presentan un RR de 1.13 veces de presentar CO [55]. 

 

 De las 348 pacientes, 106 pacientes participaron en el HU, 4 pacientes 

participaron en el TECSALUD y 238 pacientes en el INCan.  

 

 

 Por grupos de estudio, el número de pacientes y sus características clínicas, 

se denotan en la tabla 2. Cabe destacar que las patologías del ovario y endometrio 

cuentan con una amplia gama de categorías; sin embargo, para simplificar estos 

resultados, se describen sólo como benignos o cáncer. 
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 Tabla 3.Grupos de estudio y sus características clínicas 

  

 Respecto a las patologías del endometrio, las patologías benignas de este 

tejido se presentan dentro del rango de edad similar a las pacientes con cáncer, siendo 

esto estadísticamente significativo. Además, la mayoría de las pacientes presentan 

sobrepeso u obesidad, lo cual previamente se ha asociado con estas patologías. Los 

estadios clínicos predominantes en el CE son estadios tempranos, lo cual puede conducir 

a una mayor sobrevida de las pacientes. Tal como lo indica la literatura, la menopausia es 

frecuente en las pacientes con CE (78%). Además, la comorbilidad más predominante es 

la diabetes, con un 22%, Friberg et al reportaron previamente que pacientes con diabetes 

presentan un RR de 1.94 de presentar CE, y un RR de 6.39 si presentan diabetes y 

obesidad conjuntamente [56,57]. 

 

 Respecto al grupo de las pacientes con patologías del ovario, la edad en la 

que se presentan las patologías benignas tiende a ser en edades más tempranas respecto 

al CO. Gran porcentaje de las pacientes se encontraban en sobrepeso u obesidad.  
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 Cabe destacar que, dentro de las características epidemiológicas de la 

población, se tomó en cuenta el estado de nacimiento de las pacientes; la mayoría de las 

pacientes nacieron en la Ciudad de México, Estado de México y Nuevo León (84, 72 y 50, 

respectivamente). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rivas et al donde 

mencionan que los estados con mayor incidencia del CO son Nuevo León, Ciudad de 

México y el Estado de México [12]. 

 

b) Extracción, purificación y control de calidad de los ácidos nucleicos de las 

muestras obtenidas 

 

A todas las muestras biológicas se les aislaron y purificaron los ácidos nucleicos con 

estuches comerciales. En la siguiente tabla se pueden observar los rendimientos totales y 

calidad (relación de la absorbancia 260/280nm y 260/230nm) evaluada mediante 

espectrofotometría (Nanodrop) de los ácidos nucleicos extraídos. 

 

Tabla 4. Evaluación del rendimiento y calidad (espectrofotometría) de los ácidos nucleicos 
extraídos de FFPE, Citología en base liquida y Sangre 

 Fuente biologica 

 FFPE Citología en base liquida Sangre 

n 142 296 106 

Rendimiento (µg) 28.60 25.00 31.16 

RELACIÓN 260/280 1.86 1.83 1.88 

RELACIÓN 260/230 1.94 1.31 1.18 

 

Además, como parte del control de calidad, se evaluó la integridad del DNA de las 

muestras de sangre periférica, FFPE y citología en base liquida, mediante un gel de 

agarosa (electroforesis). En la figura 5, se observa una banda definida y alto peso 

molecular sin evidencia de degradación del DNA de sangre periférica, o una banda 

definida y de alto peso molecular pero con evidencia de degradación del DNA de citología 

en base liquida  debido a que las células cervicales son de tipo escamoso. Finalmente, en 

el caso del FFPE se observa un barrido (desde los 1,500 bp hasta aproximadamente los 

200 pb) o degradación del DNA como parte del proceso de parafinización el cual daña la 

muestra; así mismo, se analizó la capacidad de amplificación (PCR punto final) de el gen 
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de referencia B-globina, como se aprecia en la figura 6, donde todas las muestras 

amplificaron el fragmento esperado de 268 bp.  

 

 

Figura 5 Análisis por electroforesis en gel de agarosa de los ácidos nucleicos extraídos. Carril 1: Marcador 
de peso molecular 100 bp (promega); Carriles 2-5: DNA de sangre periférica; Carriles 6-8 DNA de citología 

en base liquida (Papanicolaou); Carriles 9-10 Gel de agarosa al 1%, 400 ng de muestra. 

 
 
 

 

Figura 6 Evaluación del DNA como sustrato para PCR. Se midió la capacidad de amplificación del gen control B-
GLOBINA. Gel de agarosa al 2% del producto de PCR, Carril 1: Marcador de peso molecular 100 bp (promega); Carriles 
2-6, 8-10, 13-17: DNA de sangre periférica: Carril 18: Control negativo (agua); Carril 19: Control positivo. 10 µl del 
producto de PCR. 
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7.2 Resultados y discusiones asociados al Objetivo 2 

 

Respecto a la optimización de la técnica para el aislamiento de DNA de citología en base 

liquida, se recolectaron las células con dos diferentes marcas de cepillos, una nacional 

(Colpotre) y una extranjera (Rovers), y además las citologías en base liquida fueron 

procesadas de manera manual en columna o de manera automatizado en columna. Las 

comparaciones de los resultados se denotan en la tabla 5, los cuales son valores 

obtenidos del equipo Qubit (fluorometría) y los kits ds DNA High sensivity (4 de 296 

muestras) y el ds Broad Range (292 de 296 muestras). Estos resultados nos permitieron 

elaborar el primer manuscrito original (Apéndice A, inciso b) el cual fue publicado en la 

revista Biopreservation and Biobanking. 
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Estos resultados indican que existe una diferencia estadísticamente significativa en el 

rendimiento del DNA respecto al tipo de extracción, resultando la extracción manual 

con un mayor rendimiento.  

 

Asimismo, se analizaron comparaciones de parámetros como la pureza del DNA 

(relación de la absorbancia 260/280 y 260/230) mediante espectrofotometría 

(Nanodrop), lo cual no resultó estadísticamente significativa respecto al tipo de 

extracción. En nuestro estudio, el tipo de cepillo utilizado no generó un resultado 

estadísticamente significativo respecto a la pureza o rendimiento, sólo cuando el DNA 

fue aislado de manera manual (inciso c y d de la tabla 5).  

 

Aunado a ello y con motivo de recuperar la mayor cantidad de DNA, se realizaron dos 

elusiones de las cuales la primera se utilizó para el presente estudio, y la segunda de 

reserva (biobanco) para futuras investigaciones. 

 

Finalmente, se comparó el promedio de rendimiento total del DNA de nuestro estudio (> 

20.00 µg) vs lo obtenido por Kinde et al (9.65 µg) [47], por lo que nuestro estudio, 

independientemente del tipo de cepillo o método utilizado, presenta un mayor rendimiento 

del DNA, pudiendo esto significar que al colectar mayor cantidad de DNA se pudieran 

abarcar más células asociadas a las patologías en estudio. 

 

Esta optimización de metodologías nos permite concluir que, con el método manual se 

obtiene mayor rendimiento de DNA de citología en base liquida (estadísticamente 

significativo, tabla 5, inciso a). Sin embargo, con ambas metodologías (manual y 

automatizada) es posible recuperar altos rendimientos de DNA de este tipo de muestras, lo 

que a grandes escalas y proyectando estos resultados en la práctica clínica, 

específicamente en hospitales de referencia donde existe un alto procesamiento de 

muestras, aislar el DNA de citología en base liquida de manera manual resultaría 

conveniente. 
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7.3 Resultados y discusiones asociados al Objetivo 3 

 

El cf-DNA, fue aislado de 1-2 ml de plasma y el análisis de los resultados se ejemplifica en 

la figura 7. Como se comentó anteriormente, agrupa las abundantes patologías 

ginecológicas puede resultar complicado. En el caso de las patologías del endometrio se 

consideró sin neoplasia a todos aquellos quistes de naboth o endometrio proliferativo, y 

neoplasia a los CE; sin neoplasia a todos aquellos quistes, tumores benignos a los 

cistoadenomas (seroso o mucinoso), neoplasias I a los teratomas, y finalmente neoplasias 

II a los CO. En nuestro estudio no encontramos una correlación estadísticamente 

significativa entre el rendimiento total del cf-DNA y las patologías anteriormente 

mencionadas en términos de un diagnóstico diferencial al analizar los niveles del cf-DNA; 

sin embargo, se logra observar una tendencia de mayor rendimiento en las neoplasias vs 

el grupo no neoplásico. 

 

De la misma manera, en la figura 7, en el inciso c) y a manera de contraste con los 

resultados obtenidos mediante el análisis de los niveles del cf-DNA, podemos observar 

que de nuestra cohorte de pacientes (n=96), analizar sólo los valores del CA-125 puede 

ser no especifico en términos de un diagnóstico diferencial, semejante a los valores del cf-

DNA. Los valores normales del antígeno glucoproteico CA-125 de una persona sana son 

menores a 35 U/ml; sin embargo, en la mayoría de las pacientes aquí analizadas 

(pacientes con y sin  cáncer) estos niveles no resultaron estadísticamente significativos, 

por lo que patologías benignas como quistes, como un ejemplo, pudieran ser indicativos de 

algún proceso patológico asociado a CO y requerirían de cirugías innecesarias sólo para 

diagnosticar mediante análisis histopatológico (reporte patológico, diagnóstico definitivo)  

que el quiste carece de malignidad. 
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Figura 7 Rendimiento del cf-DNA a) Análisis del rendimiento del cf-DNA en las patologías del endometrio; b) Análisis del 
rendimiento del cf-DNA en las patologías del ovario; c) Niveles de CA-125  

 

En la figura 8 se aprecia una micro electroforesis capilar de 12 muestras de cf-DNA, de las 

cuales, las primeras 10 pertenecen a pacientes con CE, mientras que las últimas dos 

muestras a pacientes con CO. Elshimali y colaboradores (antes decias et al pero es mejor 

así: uniformiza) reportaron que el cf-DNA separado en un gel de electroforesis tiende a 

formar un Ladder -escalera- parecido a un barrido, pero los fragmentos de entre 180-1,000 

bp suelen asociarse a apoptosis (proceso normal celular), mientras que los fragmentos de 

hasta 10,000 bp se suelen asociar a necrosis celular (proceso liderado principalmente por 

patologías cancerígenas) [58]. En nuestro proyecto encontramos que dichos procesos 

(fragmentación) están asociados cáncer. 
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Figura 8 Microelectroforesis capilar para el análisis del cf-DNA Carril 1-10 cf-DNA de pacientes con CE; Carriles 11-12 cf-

DNA de pacientes con CO 

 

7.4 Resultados y discusiones asociados al Objetivo 4 

 

a) Secuenciación de las muestras de FFPE mediante NGS 

 

A fin de determinar el grado de degradación del DNA proveniente de un tejido FFPE y a su 

vez determinar la cantidad de DNA a requerir para la secuenciación, considerando que 

entre más fragmentado se encuentre el DNA más cantidad se requerirá para llevar a cabo 

la secuenciación, se procedió a realizar el análisis de calidad mediante la comparación de 

muestras DNA versus un DNA de referencia.  

Cabe destacar que todas las muestras se analizaron por triplicado. Se utilizó el gen ACD1 

como control positivo y buffer como control negativo. Para la evaluación de la calidad se 

consideró la diferencia del promedio del delta Cq versus el promedio del delta Cq del 

ACD1.  

 

En la Figura 9 se muestra un ejemplo de las muestras analizadas con sus respectivos 

triplicados y controles. Se partió de la premisa de que un delta Cq de una muestra de DNA 

de -1 a 1 se considera de alta calidad y se requerirán 10 ng para la preparación de las 

librerías, en tanto que para las muestras con un  delta Cq de una muestra de DNA de 1 a 

2.5 se considera de media calidad y se requerirán de 20-50 ng para la preparación de las 
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librerías y, finalmente, un delta Cq de una muestra de DNA de 2.5 a 4 se considera de baja 

calidad y se requerirán de 50-100 ng para la preparación de las librerías. 

 

 

Figura 9 Ejemplo de qPCR como control de calidad de las muestras de FFPE 

 

En total se analizó el Control de Calidad (CC) de 103 muestras de DNA proveniente de 

FFPE (ver tabla 5). De ellas, se seleccionaron solo 66 muestras para la corrida de 

secuenciación, ya que es la cantidad de muestras necesarias para obtener la profundidad 

deseada.  

 

Tabla 6. Muestras analizadas mediante qPCR para NGS 

  Control de calidad mediante qPRC  

Calidad n(total)=103 

n % 

Alta 45 45% 

Media 40 39% 

Baja 18 17% 
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Figura 10 Preparación de librerías y su validación. Ejemplo esquemático de los pasos realizados desde la 
cuantificación de la muestra mediante fluorometría (Qubit) y su CC mediante qPCR, hasta la validación de 
los tamaños de las librerías mediante electroforesis capilar (Bioanalizer). 

 

Una vez validadas las librerías, se procedió a normalizarlas a la misma concentración (4 

nM) para introducir la misma cantidad de ellas a la Flow cell donde se secuenciaron. En 

este particular caso de la Flow cell utilizada (Micro v2 de 300 ciclos PE) y con un tamaño 

promedio de librerías de 300 bp, Illumina recomienda utilizar un pool (pool de muestras 

donde cada una de ellas se encuentren en la misma concentración) a una concentración 

final de 7.5 pM en dicha Flow cell.  

 

Una vez cargada la Flow cell se procedió a secuenciar en el equipo Mi-Seq de Illumina y 

se obtuvieron los siguientes parámetros de calidad, ver Figura 11. 
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Figura 11 Control de calidad de la primera corrida de secuenciación. Ejemplo esquemático. 

 

La calidad en la corrida (Q30) es una métrica usada para valorar la probabilidad de que 

una base nitrogenada sea identificada (llamada) incorrectamente. Q30 es la probabilidad 

de 1 en 1000, es decir, se tiene una posibilidad de error en el llamado de bases de 0.001. 

Las bases que tienen un error mayor al esperado no son filtradas en los resultados finales. 

El 93.24% de las lecturas tienen bases que cumplieron este parámetro. Adicionalmente, 

las muestras contaron con una profundidad ≥ 96X (promedio) para el análisis de los 

exones de los 21 genes, mientras que para el análisis de los sitios hotspot de los 56 

genes, se obtuvo ≥ 2,000 X (promedio). 

 

 

b) Análisis bioinformático de variantes genéticas 

 

Posterior a la secuenciación, se obtuvieron los archivos .fastq los cuales fueron revisados 

mediante el flujo de trabajo establecido en la metodología y para finalmente ser analizados 

mediante el programa comercial IVA de Qiagen [59].  

 

La NGS genera abundantes datos, los cuales en nuestro estudio agrupamos por 

patologías del ovario y endometrio, y a su vez las diferentes patologías de esos tejidos, 

para poder generar un panorama general de las variantes. En la figura 12 se pueden 

apreciar las diferentes variantes (SNP, Indels o sitios de Splicing) encontradas en las 
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patologías del ovario. En el caso de los SNVs, existe una diferencia significativa de las 

neoplasias II (CO) vs las neoplasias I (teratomas), tumores benignos (Cistoadenomas) y 

patologías no neoplásicas (quistes). Respecto a las deleciones y sitios de splicing, existe 

una diferencia significativa entre las variantes encontradas entre los grupos Neoplasias II 

(CO) vs Neoplasias I (teratomas). En el caso de las inserciones, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en los grupos de patologías del ovario. 

 

 

 

 

Figura 12 Tipos de variantes encontradas en las patologías del ovario. Graficas que demuestran la cantidad de 
alteraciones o variantes A=SNVs, B=Inserciones, C=Deleciones, D= Sitios en el splicing de los diferentes tipos de 
patologías ginecológicas del ovario. 
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Por otra parte, en las patologías del endometrio, el grupo de Neoplasias (CE) era el mayor 

grupo respecto a los demás grupos los cuales solo cuentan con 1 ó 2 casos de dichas 

patologías, por lo que realizar asociaciones estadísticas no es posible con un número 

limitado de muestras. 

 

 

Figura 13 Tipos de variantes encontradas en las patologías del endometrio. Graficas que demuestran la cantidad de 
alteraciones o variantes A=SNVs, B=Inserciones, C=Deleciones, D= Sitios en el splicing de los diferentes tipos de 
patologías ginecológicas del endometrio. 
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Como se mencionó en la metodología, se seleccionaron solo las mutaciones conductoras 

para finalidades representativas (ya que es una amplia tabla de resultados), mismas que 

se muestran en la Figura 14 para poder seleccionar su flujo de trabajo respecto a la 

validación.  

Cabe destacar que ninguna mutación conductora se encontró en las muestras de 

patologías benignas, lo cual las hace específicas de cáncer. 

 

 

Figura 14 Selección de variantes conductoras de cáncer (cancer driver) 

 

En dicha tabla, se pueden apreciar cómo fueron seleccionadas bioinformáticamente las 

variantes conductoras, es decir, que tuvieran un impacto importante en la traducción de la 

proteína, entre otros filtros bioinformáticos.  

 

 

c) Validación de mutaciones conductoras mediante Sanger 

 

Como se indicó en la sección 6.7.5, Validación de mutaciones asociadas a los CO y CE,  

se generaron los primers para las variantes conductoras del cáncer, utilizando como 

genoma de referencia al GRCh37/hg19 Feb.2009. 
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En la figura 15 se muestra a manera de ejemplo representativo el análisis de las 

mutaciones emblemáticas, donde se analizaron dos variantes: 

 

 a) „I 167‟, se rastrea una mutación en el gen PIK3CA donde se busca la variación de un 

solo nucleótido, G>C (ver secuencia de referencia en la figura).  

 En la parte superior del esquema representativo, se analiza la muestra de FFPE, 

seguido de la muestra de sangre (parte media) y la citología en base liquida (PAP) 

de la paciente (parte inferior).  

 Se analizaron las reacciones forward (FW) y reverse (RV) (en este ejemplo 

representativo solo se muestra la reacción forward por cuestiones graficas). Se 

remarca el cambio de G>C en el tumor FFPE y en la citología en base liquida de la 

paciente.  

 Además, se comprueba que es una mutación somática (no se presenta en el DNA 

de línea germinal o sangre periférica de la paciente).  

 

b) I 69 se rastrea una mutación  en el gen KRAS donde se busca una variación de un solo 

nucleótido, C>A (ver secuencia de referencia en la figura)-  

 Se analizaron las reacciones FW y RV (en la imagen solo se muestra reacción FW 

por cuestiones graficas). 

 Se validó la mutación en el tumor y en la citología en base liquida de la paciente.  

 Se demostró que la mutación es somática (no se presenta en el DNA de sangre). 
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Figura 15. Electroferogramas de secuenciaciones (Sanger) en los genes PIK3CA y KRAS. Ejemplos representativos del 

análisis de todas las mutaciones conductoras validadas en el gen PIK3CA (panel izquierdo, a) y en el gen KRAS (panel 

derecho, b) donde las mutaciones previamente encontradas en el tejido embebido en parafina (FFPE) fueron 

encontradas en las citologías en base liquida (PAP) de la misma paciente.. 

 

Debido a que la muestra de la citología en base liquida de la paciente b) I69 se encontró 

que la mutación KRAS (p.G12V) aparecía mutada en mayor proporción que en el propio 

tejido FFPE de la paciente, se validó la mutación por una tercera metodología más 

sensible, como la ddPCR (metodología descrita en el anexo 12), la cual puede detectar el 

número de copias del alelo mutado en una gran cantidad de alelos silvestres o no mutados 

(wildtype), ver Figura 16.  



70  

 

Figura 16. Análisis de la mutación KRAS mediante ddPCR. Panel superior izquierdo: análisis del FFPE de la paciente I 

69, con una fracción alélica mutada del 13%; Panel superior derecho: análisis de la citología en base liquida (PAP) de la 

paciente I69, con una fracción alélica mutada del 30%; Panel inferior izquierdo: análisis de la sangre de la paciente I 69, 

en la cual se demuestra que la mutación somática (no se presenta en línea germinal-sangre-); Panel inferior derecho: 

Control negativo. 

 

7.5 Resultados y discusiones asociados al Objetivo 5 

Finalmente, en la Figura 17, se muestra a manera de tabla general la validación mediante 

Sanger de las mutaciones conductoras encontradas en los FFPEs (resumen del objetivo 4) 

y en las citologías en base liquida (Objetivo 5). La secuenciación Sanger nos permitió 
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validar las mutaciones encontradas mediante NGS en los tejidos FFPE, y además 

encontrarlas en algunas de las muestras de citología en base liquida; incluso cuando la 

frecuencia alélica necesaria para el rastreo por esta técnica sea mayor al 10% [60]. 

Además, resulta claro que todas las mutaciones conductoras son mutaciones somáticas, 

es decir, específicas del tumor. Todas aquellas mutaciones que no pudieron ser rastreadas 

y/o validadas mediante secuenciación Sanger, son candidatas ideales para ddPCR: esto 

como perspectiva científica. 

 

Figura 17. Mutaciones conductoras en la cohorte de pacientes del presente estudio. SM= Sin muestra; ●= Validada por  
Sanger; ○=Muestra analizada por Sanger, candidata para ddPCR. 
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7.6 Resultados y discusiones asociados al objetivo 6 

Detección de un gen asociado a manifestación temprana del CE en las muestras de citología 

en base liquida. 

 

A fin de realizar una prueba clínica (prueba piloto) del potencial biomarcador KRAS (gen 

de manifestación temprana en CE) [61] en muestras de citologías en base liquida, se 

analizaron (mediante qPCR, metodología descrita en el anexo 11) 87 citologías en base 

liquida de pacientes con CE de tipo histológico endometrioide, encontrándose en el 9% de 

ellas, es decir, 8 de 87 citologías, la mutación del potencial biomarcador KRAS, y que 6 de 

esas 8 pacientes se encontraban en estadios tempranos (I y II). 

 

Estos resultados demuestran que el potencial biomarcador molecular KRAS G12V puede 

ser utilizado para la detección de los cánceres ginecológicos de endometrio en estadios 

tempranos de la enfermedad, mediante la citología en base liquida.  

 

Según se reporta en la literatura, mutaciones en KRAS han sido asociadas a un subtipo de 

cáncer de endometrio en particular: CE tipo endometrioide, el cual es el más frecuente a 

nivel mundial y también en nuestra población de estudio. Además, la participación de 

KRAS sucede en estadios tempranos en CE tipo endometrioide [62,63]. Lo cual genera 

una oportunidad de diagnóstico oportuno.  

 

Finalmente, herramientas moleculares como la qPCR, pueden ser una opción 

económicamente factible en la búsqueda de biomarcadores moleculares en las citologías. 

 

Figura 18. Aplicación clínica (prueba piloto) del potencial biomarcador KRAS G12V en muestras de citologías en base 

liquida. 
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8. Conclusiones 

 

 Integramos un biobanco de 348 pacientes (objetivo 1), donde se colectaron 

muestras de diversas fuentes biológicas como suero, plasma, citologías liquidas y 

FFPEs, y de los cuales se obtuvieron los ácidos nucleicos requeridos para llevar a 

cabo este proyecto. 

 

 En nuestra cohorte de pacientes, encontramos las siguientes características 

epidemiológicas (objetivo 1): 

 La epidemiología indica que los estados con mayor incidencia de CO y CE son 

la Ciudad de México, el Estado de México y Nuevo León, lo cual concuerda 

con la epidemiologia nacional descrita. 

 La mayoría de ellas presenta sobrepeso u obesidad. 

 Predominan estadios tempranos (I-II) de dichos canceres. 

 La diabetes predominó en un 22% en CE, siendo la comorbilidad de mayor 

frecuencia en este grupo. 

 

 Con respecto a la extracción de los ácidos nucleicos de las citologías liquidas 

(objetivo 2): 

 El rendimiento promedio de extracción del DNA de citologías en base liquida 

fue de 25.00 µg. 

 El método manual fue el más eficiente (rendimiento) para el aislamiento de 

DNA proveniente de las citologías. Sin embargo, con ambos métodos se 

obtienen cantidades suficientes para el análisis molecular. 

 

 Con respecto a los niveles del cf-DNA de sangre (objetivo 3): 

 Este trabajo representa uno de los primeros trabajos en el análisis de los 

niveles del cf-DNA de patologías ginecológicas (benignas y malignas)  

 En esta cohorte de pacientes (n=54), los niveles del cf-DNA no resultaron 

estadísticamente significativos entre las diferentes patologías ginecológicas. 
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 Con respecto a los análisis de secuenciación (objetivo 4): 

 Se encontraron ≥ 50 alteraciones genéticas por muestra. 

 Los SNVs fueron las variantes genéticas más frecuentes encontradas en todos 

los grupos del estudio. 

 Particularmente en los grupos de patologías del ovario, los SNV, deleciones y 

sitios de splicing fueron asociados estadísticamente específicamente al grupo 

de CO, mayor que en las patologías ováricas no cancerosas. 

 Los genes más frecuentemente mutados son PTEN, PIK3CA, TP53 y KRAS 

en pacientes con canceres ginecológicos. 

 

 Con respecto al análisis genéticos de las citologías liquidas (objetivo 5): 

 Es posible detectar mutaciones en las citologías en base liquida mediante 

diferentes herramientas genómicas, específicamente la qPCR, la cual 

además es una opción factible. 

 

 Con respecto a la implementación de una prueba rápida en el análisis de las 

citologías liquidas (objetivo 6): 

 El potencial biomarcador molecular KRAS G12V puede ser utilizado para la 

detección del CE en muestras de citologías liquidas mediante la prueba de 

qPCR. 

 

 Se comprueba que el análisis del CA-125 no es especifico e indicativo de la 

presencia de estos canceres. 

 

 La citología líquida posee la ventaja de ser realizada fácilmente, es considerada 

como tolerable para las pacientes (no invasiva), es factible de realizar a gran escala, 

y es costo-eficiente en el concepto de poder detectar más de un cáncer 

ginecológico de importancia nacional. 
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9. Perspectivas 

 

Se propone rastrear más mutaciones conductoras derivadas de este trabajo, además de 

KRAS, en las citologías en base liquida mediante una tecnología como la qPCR, a fin de 

generar un panel de biomarcadores (principalmente PTEN, PIK3CA, y TP53; genes 

destacados en este proyecto) a fin de abarcar una mayor sensibilidad y la aplicación 

clínica-diagnóstica de las citologías en base liquida.  

 

Este trabajo generó una de las primeras aportaciones científicas en la comparación de los 

niveles del cf-DNA en pacientes con patologías ginecológicas benignas y cánceres 

ginecológicos, y ante la evidencia de que estos niveles se presentaron en una tendencia 

mayor en pacientes con cáncer, se propone rastrear las mutaciones conductoras derivadas 

de este proyecto, en el cf-DNA mediante una tecnología altamente sensible como la 

ddPCR.  
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Anexos 
Anexo 1: Extracción de ácidos nucleicos de FFPE 
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Anexo 2: Extracción de ácidos nucleicos circulantes (cf-DNA) 
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Anexo 3: Extracción de ácidos nucleicos de sangre 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



84  

Anexo 4: Extracción de ácidos nucleicos de citología en base liquida 
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Anexo 5: PCR punto final como control de calidad de ácidos nucleicos 
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Anexo 6: Diseño del panel de secuenciación 
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Anexo 7: qPCR como control de calidad de muestras FFPE 
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Anexo 8: Generación de librerías.  
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Anexo 9: PCR punto final previo a Sanger 
 

 
 
 

Master Mix para cada reacción de PCR punto final, utilizando la enzima Platinum SuperFi 
DNA Polimerasa  

Componente 1X (25-µL Reacción) 
5X Super Fi Buffer 5 uL 
10 mM dNTP mix 0.5 uL 

10 uM forward primer 1.25 uL 
10 uM reverse primer 1.25 uL 

5X Super Fi GC Enhancer 5 uL 
Platinum Super Fi DNa polimerasa 0.25 uL 

DNA a 10 ng/ul 2 uL 
DNase-free, RNasefree water 9.75 uL 

 
 
Procedimiento 
 

1. Calcular el número de reacciones para cada ensayo, incluyendo una extra por cada 
10 reacciones. Incluir al menos una reacción negativa y un DNA conocido de 
amplificación. 

2. Calcular los volúmenes de componentes necesarios de la reacción de PCR. 
3. Vórtex y spin rápido a cada reactivo. 
4. Realizar el mix de reacción cuidando que los reactivos estén todo el tiempo a 4*C. 
5. Pipetear el mix en tiras de 8 tubos para PCR y colocar en el termociclador con los 

siguientes parámetros indicados en la siguiente tabla. *La temperatura de 
alineamiento es diferente para cada set de primers, por lo cual se recurrió a la 
calculadora en línea de Thermo.com específica para la enzima. 
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Anexo 10: Extracción de DNA de productos de PCR 
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Anexo 11: qPCR para el rastreo de mutaciones en las citologías en base liquida 
 
 

Master Mix para cada reacción de qPCR, utilizando el TaqMan™ Genotyping Master Mix 
(Código de catálogo:  4371355) 

Componente 
10-µL Reacción (96-well fast plate) 

1X 

TaqMan Genotyping Master Mix (2✕) 5 µL 

TaqMan genotyping assay mix (20✕) * 0.5 µL 

DNA at 10 ng/ µL 2 µL 
DNase-free, RNasefree water 2.5 µL 

 
 
Procedimiento 
 

1. Calcular el número de reacciones para cada ensayo, incluyendo una extra por cada 
10 reacciones. Incluir al menos una reacción negativa y un DNA conocido de 
amplificación o gblock de la mutante y/o wildtype control. 

2. Calcular los volúmenes de componentes necesarios de la reacción de PCR. 
3. Vórtex y spin rápido a cada reactivo. 
4. Realizar el mix de reacción cuidando que los reactivos estén todo el tiempo a 4*C, 

según la tabla superior. 
5. Pipetear el mix en una placa óptica fast de 96 pozos, cubrir con el film óptico y 

generar spin y colocar en el equipo Quantstudio 7 e indicar los pasos de la tabla 
siguiente. 
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Anexo 12: ddPCR para el rastreo de mutaciones en las citologías en base liquida 
 
 

Master Mix para cada reacción de ddPCR, utilizando el TaqMan™ Genotyping Master Mix 
(Código de catálogo:  4371355), para la generación de 10 millones de gotas 

Componente 50-µL Reacción 1X 

TaqMan Genotyping Master Mix (2✕) 10 µL 

Droplet stabilizator 25X 2 µL 

TaqMan genotyping assay mix (40✕)  0.5 µL 

DNA at 10 ng total  20 µL 
DNase-free, RNasefree water 17.5 µL 

 
 
Procedimiento 
 

1. Calcular el número de reacciones para cada ensayo, incluyendo una extra por cada 
8 reacciones. Incluir al menos una reacción negativa y un DNA conocido de 
amplificación o gblock de la mutante y/o wildtype control. 

2. Calcular los volúmenes de componentes necesarios de la reacción de PCR. No 
generar burbujas (solo mezclar con la micropipeta lentamente). 

3. Realizar el mix de reacción cuidando que los reactivos estén todo el tiempo a 4*C, 
según la tabla superior. 

4. Pipetear el mix en una tira de 8 tubos, y colocar en el equipo Raindance (generador 
de gotas), seleccionando la generación de 10 millones de gotas. 

5. Una vez finalizada la generación de gotas (droplets), colocar la tapa de la tira de 
tubos y llevar al termociclador de PCR punto final indicando los pasos de la tabla 
siguiente 

6. Una vez llevada a cabo la PCR punto final, colocar en el sensor (detector de 
fluorescencia) Raindance. 
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Apéndice A: Artículos  

a) Artículo de revisión (publicado) 
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b) Articulo original (publicado) 
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