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RESUMEN
Mauricio Delgado Morquecho

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn
Facultado de Medicina.

Titulo del estudio: Comparacion De Mutaciones En Los Genes Pik3ca Y Egfr En
Carcinoma De Cérvix Entre Mujeres Menores Y Mayores De 40 Afios.

Numero de paginas: 43.
Requisito para obtener el grado de especialista en anatomia patologica.
Area de estudio: Anatomia Patologica.

Propésito y método del estudio: El cancer de cérvix representa 569,847 casos nuevos y
311,365 muertes en todo el mundo cada afio, mas que cualquier otro tumor ginecologico,
ocupando el cuarto lugar en incidencia y mortalidad por cancer en mujeres a nivel mundial. En
México el cancer de cérvix ocupa el tercer lugar en incidencia con 7 869 casos en 2018, sélo
después del cancer de mama y de tiroides; y es la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres con 4 121 muertes en el mismo afio. Se han realizado diversos estudios sobre
mutaciones en el carcinoma de cérvix en un intento de encontrar factores prondsticos, blancos
terapéuticos y una mejor comprension del desarrollo de esta enfermedad; se han reportado
mutaciones oncogénicas en los genes PIK3CA y EGFR sugiriendo estrategias de terapia
blanco. En nuestro estudio analizamos 48 casos de carcinoma de cérvix invasor en pacientes
menores de 40 afios y 49 casos de carcinoma de cérvix invasor en pacientes mayores de 40
afos, estudiando la presencia de mutaciones en PIK3CA y EGFR, asi como los diferentes

tipos de virus de papiloma humano.

Contribuciones y conclusiones: En este estudio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las mutaciones de los genes PIK3CA y EGFR en carcinoma
de cérvix entre mujeres menores y mayores de 40 afios. Sin embargo, se encontré una alta
frecuencia de amplificacion de EGFR en carcinomas escamosos comparado con
adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos es un hallazgo que sugiere que los

carcinomas de cérvix se originan de diferentes vias dependiendo del tipo histologico.



INTRODUCCION

Epidemiologia

El cancer de cérvix representa 569,847 casos nuevos y 311,365 muertes en todo el mundo
cada afo, mas que cualquier otro tumor ginecoldgico, ocupando el cuarto lugar en incidencia y
mortalidad por cancer en mujeres a nivel mundial.> La incidencia de cancer de cérvix ha
disminuido importantemente, principalmente en dos periodos, el primero a inicios del siglo
veinte con los cambios en politicas de salud publica y cambios en el estilo de vida, y el

segundo en la ultima mitad del siglo con la implementacion del tamizaje por citologia cervical
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Figura 1. Numero estimado de casos y muertes por cancer en mujeres de todas las edades. (Globocan
2019 [1])

con papanicolaou.? Sin embargo, aproximadamente 76% de los casos de cancer de cérvix se
presentan en paises en vias de desarrollo, principalmente en paises de Africa sub-Sahariana;
en paises de Asia del este y sur, Europa del este y Latinoamérica el nUmero de casos nuevos
se ha mantenido constante. Este contraste es mayor si se compara por grupos de edad, ya

gue el 34% de los casos ocurren en pacientes de 15 a 49 afios en los paises en vias de



desarrollo, mientras que en los paises desarrollados sélo 10% de los casos se presentan en
este grupo de edad.®

En México el cancer de cérvix ocupa el tercer lugar en incidencia con 7 869 casos en 2018,
so6lo después del cancer de mama y de tiroides; y es la segunda causa de muerte por cancer
en mujeres con 4 121 muertes en el mismo afio."** Se incrementa la prevalencia a partir de
los 35 afios alrededor de un 30%, hasta alcanzar un pico maximo en el grupo de edad de 50 a
59 afios, con una edad promedio de 49.2 afios.®

Virus del Papiloma Humano

Los virus del papiloma son un grupo de pequefios virus tumorales de ADN sin envoltura con
un tamafio de virion de ~ 55 nm de diametro. Este grupo de virus infecta a diversas especies,
desde pajaros hasta mamiferos, incluidos los humanos. Los virus del papiloma generalmente
causan tumores benignos, pero a veces también causan carcinomas.’

Hasta la fecha, se han secuenciado completamente mas de cien genotipos (tipos) de virus del
papiloma humano y animal. El virus del papiloma se replica y ensambla exclusivamente en el
nacleo; infecta los queratinocitos en las capas basales del epitelio escamoso estratificado. Sin
embargo, la expresion y replicacion de genes virales se realiza de forma estrictamente
controlada y regulada por la diferenciacion de queratinocitos. Aunque el mecanismo sobre
coémo la diferenciacion de los queratinocitos regula la expresién génica del VPH no se
comprende completamente, existe un acuerdo general de que la expresion génica viral
conduce a la expresion de seis proteinas reguladoras virales no estructurales (E1, E2, E4, ES5,
E6 y E7) desde la region temprana del genoma viral en queratinocitos indiferenciados o
diferenciados intermediamente y dos proteinas estructurales de la capside viral (L1 y L2) de la

region tardia del genoma en queratinocitos que experimentan diferenciacion terminal. La



proteina E4 continla expresandose en los queratinocitos diferenciados terminalmente. E1 y
E2 estan involucrados en la replicaciéon del ADN viral y la regulacién de la transcripcion
temprana. E4 expresado en una infeccion productiva se asocia con el colapso del filamento de
citoqueratina. E5, E6 y E7 son oncogenes virales y su expresion induce la inmortalizacion y
transformacion celular. En particular, E6 y E7 son dos oncoproteinas virales que inactivan,

respectivamente, p53 y pRb, dos proteinas supresoras de tumores celulares.”%1°
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Figura 2. Expresion génica viral en la infeccion por VPH, las proteinas E6 y E7 (ntcleos rojos) se expresan del promotor temprano p97 en
VPH-16, en las capas inferiores del epitelio. Los nucleos azules representan células no infectadas. La expresion de E4, y presumiblemente la
de otras proteinas (verde) cuyos genes se encuentran después del promotor tardio dependiente de la diferenciacion (P670 en HPV-16)
(flecha verde), se activa antes de que cese la expresion de E6 y E7. Se predice que las células E4-expresoras (verde) que también expresan
E7 contienen todos los productos de transcripcion temprana para facilitar la amplificacion del genoma. La expresion de las proteinas de la
cdpside del virus (L1 y L2) (flecha naranja) sigue a la finalizacion de la amplificacion del genoma y ocurre en un subconjunto de células que
expresan E4. (traducido de [7])
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Figura 3. Representacion esquemdtica de la actividad de las proteinas E6 y E7 en las células cervicales. p53 es un factor de transcripcion
que regula la detencion del ciclo celular, la apoptosis, la senescencia, la reparacion del ADN y el metabolismo celular; E6 Induce la
degradacion rdpida de p53. pRB es una proteina supresora de tumores e interactua con el factor de transcripcion E2F para reprimir la
transcripcion de genes necesarios para la fase S del ciclo celular; E7 se une a pRb, desacoplando el factor de transcripcion E2F
favoreciendo la activacion del ciclo celular y la proliferacion. (adaptado de [10]).

Se estima que casi todos los carcinomas de cérvix se asocian a infeccion persistente por Virus
del Papiloma Humano (VPH).? Los tipos Alfa de alto riesgo de VPH han sido claramente
vinculados al desarrollo de carcinoma escamoso y adenocarcinoma de cérvix, destacando el
tipo 16, relacionado principalmente al carcinoma escamoso en la zona de transformacion
(54.38%) y el tipo 18 relacionado a adenocarcinoma de endocérvix (37.3%), pero ambos
pueden causar cancer en cualquiera de los dos sitios.® La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) define doce tipos de VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59) como tipos de

cancer de alto riesgo (categoria 1), con tipos adicionales (68, 73) reconocidos como
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'posiblemente’ causantes de cancer (categoria 2). Varios otros tipos de VPH también
pertenecen al grupo de alto riesgo basado en la similitud evolutiva con los tipos causantes de
cancer conocidos, aunque hasta ahora, los datos epidemiol6gicos que confirman esto no se
han obtenido.’

El cancer de cuello uterino surge a través de una serie de cuatro pasos: transmision del VPH,
persistencia viral, progresion de un clon de células persistentemente infectadas a lesion de
alto grado e invasién, que se pueden distinguir de forma reproducible y que proporcionan un
punto de partida racional para cualquier discusion sobre los esfuerzos de prevencion 6ptimos.
También se producen pasos hacia atras, a saber, la eliminacion de la infeccion por VPH y la
regresion menos frecuente lesion de alto grado a la normalidad. La virologia molecular que

subyace a la persistencia, progresion e invasion del VPH no se conoce bien, pero este modelo

causal esta respaldado por datos epidemiolégicos y de laboratorio.*

Infeccién transitoria Persistencia viral de VPH
Infeccion Progresion )
Cérvix Normal =) | esién de bajo grado === | esién de algo grado  Invasion Cancer
Eliminacion viral Regresion
| a2 anos

Figura 4. Progresion natural de la lesion por VPH.

La mayor parte de las mujeres presentara infeccion justo después de su primera relacion
sexual, observandose una mayor prevalencia en mujeres menores de 25 afos, siendo en este
momento una infeccion transitoria; un segundo pico de prevalencia es observado en mujeres
mayores de 40 afios, coincidiendo con el pico de incidencia maxima de carcinoma cervical.?
En estudios realizados en México se ha encontrado una incidencia similar donde el VPH16

muestra un aumento en incidencia en pacientes menores de 35 afios, disminuyendo hasta los
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55 a 60 afios, y presentando un segundo pico entre los 61 a 65 afios.**** Concordando con la
literatura mundial, se ha reportado que en México el VPH16 muestra la mayor incidencia en
mujeres con citologia normal, con lesiones de bajo o alto grado y en carcinoma invasor,
seguido del tipo 18 y el tipo 33.™ Sin embargo, en otras publicaciones se ha reportado una
incidencia mayor de los tipos 51, 52, 16 y 33, con coinfecciones entre tipos 51-52, 16-52, 16-
51 y 16-33, sugiriendo que los tipos 51 y 52 juegan un papel en la carcinogénesis cervical en
la poblaciéon Mexicana.’® En un estudio de seguimiento de 3 afios en el estado de Nuevo
Ledn en México, publicado en 2016, también se encontr6é que los tipos 59, 52, 16 y 56 fueron

los més prevalentes.’

Factores de riesgo

El riesgo de cancer de cérvix es principalmente una funcién de la infeccién por VPH vy la falta
de tamizaje efectivo. Los factores asociados con un mayor riesgo de persistencia del VPH
incluyen el tipo de VPH (especialmente VPH-16), inmunodeficiencia, tabaquismo,
multiparidad, uso de anticonceptivos orales a largo plazo, posiblemente inflamacién crénicay /
o enfermedades de transmision sexual concurrentes, como clamidia. En particular, las
comorbilidades como la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el
trasplante y los medicamentos pueden reducir la inmunidad mediada por células, lo que
aumenta el riesgo de persistencia del VPH. Otros factores que destacan como factores
importantes son el inicio de vida sexual activa a temprana edad y el incremento en parejas

sexuales a lo largo de la vida y un estado socioeconémico bajo.***819%0

Céancer de cérvix en pacientes jovenes
Si bien la mayor frecuencia de cancer de cérvix se presenta en pacientes alrededor de los 50

afos, correspondiendo a la historia natural del desarrollo de esta enfermedad, existe una
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cantidad considerable de pacientes que presentan cancer de cérvix antes de los 40 afos,
presentando casos incluso a los 18 o 19 afios, sugiriendo que a pesar de los factores de
riesgo previamente comentados existen otros factores aun no estudiados que favorecen al
desarrollo de cancer de cérvix. Se ha mostrado que pacientes con cancer de cérvix menores
de 30 afos presentan supervivencias menores, mayor involucro de extension a parametrios,
mayor cantidad de casos con metastasis a distancia y una menor sobrevida libre de
enfermedad en comparacion con pacientes de mayor edad; también se ha mostrado una
mayor incidencia de carcinomas no escamosos en pacientes jovenes, Los factores
relacionados a este cambio aln no estan claros y no pueden ser explicados solo por la

infeccién por VPH.

Mutaciones en el cancer de cérvix

Se han realizado diversos estudios sobre mutaciones en el carcinoma de cérvix en un intento
de encontrar factores prondsticos, blancos terapéuticos y una mejor comprension del
desarrollo de esta enfermedad; se han reportado mutaciones oncogénicas en los genes
PIK3CA y EGFR sugiriendo estrategias de terapia blanco, igualmente se han asociado altos

niveles de mutaciones en PIK3CA con una disminucion en la sobrevida de las pacientes.?* #*

No esta claro como las células del cancer de cérvix adquieren la capacidad de invadir el tejido
circundante, pero la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) probablemente juega un papel
importante. Hay poca informacién disponible sobre la regulacion de EMT en células de cancer
cervical y sobre la asociacién del programa EMT con el resultado clinico de pacientes con
cancer cervical. Diversos factores de crecimiento secretados por las células cancerosas y las
células huésped en sus microambientes locales pueden desencadenar los eventos

moleculares asociados con el programa EMT.?* Se ha informado que el factor de crecimiento
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epidérmico (EGF) es un potente estimulador de la capacidad invasiva celular del cancer de
cuello uterino. La expresion del receptor de EGF (EGFR) esta regulada al alza en las
metastasis a ganglios linfaticos y el cancer de cérvix recurrente. Se ha demostrado que la
estimulacion de EGFR provoca una regulacion a la baja de cadherina-E y causa una
regulacion al alza de vimentina en las células cancerigenas, induciendo elongacion celular,
desprendimiento y mejorando la capacidad invasiva, la sefializacion constante de EGFR o su
sobreexpresion inactiva glucdégeno sintasa quinasa-3f3, resultando en acumulacién nuclear de

la proteina Snail lo cual lleva a la activacién del programa EMT.*

EGF

Nucleo

Represion de
PrOgrama marcadores epiteliales
EMT

Induccion de marcadores
mesenquimales

Célula tumoral
invasora

Figura 5. Diagrama ilustrando como EGF promueve la transformacion epitelial-mesenquimal, importante en la capacidad invasiva de las
células de cdncer de cérvix.

Otro estudio realizado mostré una amplificacibon de EGFR en las células de carcinoma
escamoso de cérvix en 6 de 59 casos (10.2%), mientras que ningun adenocarcinoma mostré

esta amplificacion, la amplificacion de EGFR se correlaciond significativamente con una
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menor sobrevida en carcinomas escamosos, también se mostré que la amplificacion de EGFR

era un factor prondstico para sobrevida general (figura 6).%°

P=0.001

-@- Normal N=53
-0— EGFR amplification N=6

Percent survival

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Overall survival (months)

Figura 6. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en 78 pacientes con carcinoma de células escamosas de cérvix con respecto a la
amplificacion del gen EGFR. La amplificacion del gen EGFR se correlaciond significativamente con una supervivencia general mds corta (K
Lida et al [26])

Una serie de estudios han reportado que el gen fosfoinositida-3-quinasa-catalitica-alfa
(PIK3CA) se encuentra frecuentemente mutado en el dominio helicoidal del exén 9 (codones
E542K y E545K) y en el dominio de quinasa dentro del exdn 20 (codon 1047) en varios tipos
de céncer en el ser humano. En cancer de cérvix estas mutaciones activadoras de cancer han
sido encontradas casi exclusivamente en el exén 9, similar a los hallazgos en cancer de vejiga
y carcinomas escamosos de cabeza y cuello y difiriendo de los carcinomas de glandula

23,27

mamaria entre otros. El patrén de mutacién en E542K y E545K se asocia a mutagénesis
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por una subclase de citidina-desaminasas APOBEC; el conocer el estado mutacional de
PIK3CA se vuelve particularmente relevante al considerar que se estan desarrollando nuevas

terapias blanco dirigidas a las vias PI3K/Akt asi como a genes APOBEC.?3%%29

Céancer de cérvix en nuestro hospital

En un estudio realizado utilizando la base de datos de casos de carcinoma de cérvix invasor
valorados en nuestro hospital de enero 2004 a diciembre 2018, se valoraron un total de 1586
pacientes, con una edad media de 47.9 afos, de los cuales 1288 correspondieron a
carcinomas escamosos, 213 fueron adenocarcinomas, 42 fueron carcinomas

adenoescamosos y 43 correspondieron a otros carcinomas (tabla 1).

No. De Pacientes (%)

Total, Escamoso Adenocarcinoma Adenocescamoso  Otros
N = |586 N=1288(81.2) N=213(1343) N=42(2.64) N =43 (2.71)
Edad: Media 479 47.9 48.8 48.2 43.47
Grado Tumoral
Bien 24 (1.51) 14 (1.08) 9 (4.22) 0 1 (2.3)
Diferenciado
Moderadam 1063 (67.02) 886 (68.78) I51 (70.89) 22 (52.38) 4(9.3)
ente
Diferenciado
Poco 329 (20.74) 266 (20.65) 29 (13.61) 17 (40.47) 20 (46.51)
Diferenciado
No referido 170 (10.71) 122 (9.47) 24 (11.26) 3(7.14) 18 (41.86)

Tabla 1. Incidencia por tipo histolégico y grado de diferenciacion de carcinomas invasores de cérvix valorados en el servicio de anatomia
patoldgica y citopatologia del Hospital Universitario Dr. José E. Gonzdlez, de enero 2004 a diciembre 2018.
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El mayor pico de prevalencia se observo en el grupo de edad de 40 a 49 afios con 437 casos,

sin embargo, se observo una alta prevalencia en pacientes menores de 40 afios (figura 7).
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Figura 7. Prevalencia de casos por grupo de edad en el servicio de anatomia patoldgica y citopatologia del hospital universitario de 2004 a
2018.

18



JUSTIFICACION

Aunque existen estudios que comparan factores de riesgo externos, hasta el momento no se
han realizado estudios que lleven a cabo una comparacién de las mutaciones en PIK3CA y
EGFR entre diferentes grupos de edad para determinar si esta diferencia también contribuye a
una mayor agresividad del carcinoma de cérvix en pacientes jévenes.

La distribucion del cancer de cérvix en nuestra poblacion difiere de la distribucidn reportada en
la literatura, por lo que un estudio de sus diferencias ayudard a tener una mejor vision del
panorama general y las diferencias existentes entre los grupos de edad.

La busqueda intencionada de diferencias en mutaciones en el cancer de cérvix por grupos de
edad puede contribuir a un mejor entendimiento de la fisiopatologia de esta enfermedad,
ayudando a orientar nuevo blancos terapéuticos y factores prondsticos, por lo que esta
investigacion puede aportar datos Utiles en el entendimiento de esta patologia, asi como
determinar en un futuro nuevas medidas terapéuticas para los casos de carcinoma

cervicouterino agresivos y en etapas avanzadas.

HIPOTESIS

Hipdtesis nula

No existen diferencias en las mutaciones de los genes PIK3CA y EGFR en carcinoma de

cérvix entre mujeres menores y mayores de 40 afios.
Hipotesis Alternativa

Existen diferencias en las mutaciones de los genes PIK3CA y EGFR en carcinoma de cérvix

entre mujeres menores y mayores de 40 afos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar las mutaciones en los genes PIK3CA y EGFR en carcinoma de cérvix entre mujeres

menores de 40 aflos y mayores de 40 afios.

Objetivos secundarios

Identificar los principales tipos de VPH presentes en el carcinoma escamoso de cérvix de las

pacientes estudiadas.

Determinar si existen diferencias en los tipos de VPH presentes en las pacientes estudiadas al

compararlas por grupo de edad.
Identificar si existen diferencias en patrones de co-infeccion por los diferentes tipos de VPH.

Identificar si existe un subtipo histolégico de carcinoma escamoso predominante por grupo de

edad.

MATERIAL Y METODOS

Criterios de inclusiéon

e Casos de mujeres con carcinoma de cérvix invasor que hayan sido diagnosticados en
nuestra institucion en el periodo de 2015 a 2018 y que cuenten con laminillas y bloques

de parafina.
Criterios de exclusion
e Ausencia de bloques de parafina.

e Inadecuada fijacion del tejido.
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e Laminillas sin bloques de parafina.

e Material insuficiente o inadecuado para realizar microarrays

Disefio metodoldgico

Se realizé un estudio observacional, transversal, comparativo y descriptivo.

Célculo del tamafio de muestra

Se utiliz6 una formula de diferencia de dos proporciones. Esperando una tasa de mutacion de un
18.8% en pacientes menores de 40 afios comparada con un 3.8% en pacientes mayores de 40 afios
para el gen PIK3CA y EGFR en pacientes con cancer cervicouterino. Con una confianza del 95%, una
significancia bilateral de 0.05 y un poder del 80% se establecié una K de 6.2. Por lo cual se requieren
al menos 51 sujetos de estudio por grupo. Los parametros fueron establecidos por un estadista, y la

literatura.
Busqueda de pacientes y seleccion del material

La busqueda de pacientes se llevd a cabo mediante el sistema Tesi electronica (Pathox®),
utilizando como criterios de busqueda casos diagnosticados como carcinoma de cérvix
invasor (carcinoma escamoso, adenocarcinoma Yy otras variantes especiales) durante el
periodo de 2015 a 2018. Posteriormente se cre6 una base de datos en Excel® catalogando a
las pacientes por numero patoldgico, edad, grupo de edad (grupo 1 menores de 40 afios,
grupo 2 mayores de 40 afos), tipo de espécimen (Biopsia, cono, histerectomia simple o
radical), diagnostico histolégico basado en la clasificacion de tumores de Organos
reproductores femeninos de la OMS 42 edicion, se realizé una segunda clasificacion por grupo
histolégico (carcinomas escamosos, adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos) Yy

finalmente se documento el grado de diferenciacion.
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Se obtuvieron un total de 431 pacientes, de los cuales 339 correspondieron a biopsias y 92 a
histerectomias; se realizé una revision inicial de los casos y se seleccionaron 62 casos de
pacientes menores de 40 afos y 59 casos de pacientes mayores de 40 afos; de estos casos
se excluyeron 14 casos de pacientes menores de 40 afios y 10 casos de pacientes mayores
de 40 afios por presentar escaso material, mala calidad del tejido o no contar con los bloques
de parafina. Finalmente se reevaluaron todos los casos por 1 patologo experto, en los cuales
se confirm6 el diagndstico histopatologico previo, asi como variedad histolégica y se

seleccionaron las mejores areas para la realizacion de microarrays.

Base de datos
Pathox ®
2015-2018

* 62 casos de pacientes menores de 40 afios con Ca. Invasor de cérvix
* 59 casos de pacientes mayores de 40 anos con Ca. Invasor de cérvix

- e Escaso material o ausencia del mismo
43| Pacientes . ..
339 Biopsias * Mala calidad del tejido

92 Histerectomias * No se contaba con los bloques

* 48 Casos de pacientes menores de 40 anos
* 49 casos de pacientes mayores de 40 afios

» Edad, tipo de espécimen, diagndstico segtin clasificacion OMS, grado de diferenciacion

Analisis PIK3CA, EGFR y VPH

Figura 8. Diagrama de trabajo para la busqueda de pacientes y seleccion del material.

Proceso de extraccion de ADN

Posterior a la seleccién de los bloques de parafina, se realizé extraccion de ADN utilizando el
kit comercial QlAamp® DNA FFPE Tissue Cat. 56404, utilizando el sistema de extraccion

automatizado QIAcube mediante el siguiente procedimiento:

e Usando un bisturi, se elimino el exceso de parafina del cada bloque de muestra.
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e Se realizaron 3 secciones de 5 a 10 ym de grosor del tejido tumoral incluido en
parafina.

e Se colocaron los cortes en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se agregdé 1ml de xilol a la
muestra. Cerrando la tapa y agitando en vortex vigorosamente por 10 segundos.

e Se centrifugé a maxima velocidad por 2 minutos a temperatura ambiente.

e Se elimind el sobrenadante por pipeteo.

e Se adiciond 1ml de etanol al 96% y se mezcld por vortex para eliminar el xilol residual
de la muestra.

e Se centrifugd a maxima velocidad por 2 minutos a temperatura ambiente.

e Se elimind el sobrenadante por pipeteo.

e Usando una punta fina de pipeta, se elimind cualquier residuo de etanol.

e Se abri6 el tubo e incub6 a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 minutos hasta que
el etanol residual se evaporo totalmente.

e Usando 180 pl de buffer ATL. Se adiciond 20 ul de proteinasa k, mezclando por
vortex.

e Seincubd a 56°C por 1 hora, hasta que la muestra fue lisada completamente.

¢ Finalmente se coloc6 la muestra lisada en el sistema automatizado QIAcube a 90°C

por 1 hora.

Una vez obtenido la extraccién de ADN, para la valoracion de las mutaciones de PIK3CA, se
realizo PCR de los exones 9 y 20 con posterior digestion de los amplicones con 5

endonucleasas de restriccion y finalmente se valoro la electroforesis en agarosa.
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Version Hypl881 | TspR1 | BsaB 1 | Bmg Bl

PIK3CA

E9wt 26 1 pb No corta 142,119 154,107

E545D 151,110 142,119 154,107

E545K No corta 142,119 No corta

E542K No corta No corta 154,107

E20wt 35 2pb 243,109 No corta
HI1047R No corta 245,107
HI1047L No corta  No corta

Tabla 2. La digestion con 5 enzimas puede diferenciar claramente los alelos mutantes en la mezcla con el alelo sin mutaciones (wt)

Para la tipificacion de VPH se utilizé el kit comercial de PCR Anyplex® para 19 tipos de alto
riesgo y 9 tipos de bajo riesgo, usando como control negativo 5 gl de agua libre de RNasas,

para control positivo se utilizaron 5 ul de cada control PC1, PC2, PC3 incluidos en el kit.

., Y

-
i

PCR de Exones 9y20 Electroforesis
de PIK3CA Digestion de los en Agarosa
amplicones con 5 8
endonucleasas de
restriccion
Extraccio
de ADN
Secciones de 5-10um de e M, B coned ol MG, M Qe o = e Br
1 ©
grosor del tejido tumoral S -
incluido en parafina £ =1 S P
|m1 o —— / N / e
Gl e —
: s ©@ [ 0 S 0 s

PCR Anyplex II® para 19 tipos de alto riesgo y 9 de bajo riesgo

Figura 9. Imagen representativa de la metodologia para la valoracién de mutaciones de PIK3CA y la tipificacion de VPH.
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Para valorar la amplificacion de EGFR se seleccionaron las areas mas viables de tumor y con
menos células inflamatorias, se marcaron en la laminilla previamente tefiida con hematoxilina
y eosina para posteriormente realizar extraccion del area marcada por medio de sacabocados
de 0.3 cm de didmetro; una ves obtenidos los sacabocados del bloque de parafina se
realizaron microarrays de 9 a 10 casos por bloque de parafina mas un caso guia,
obteniéndose 5 bloques de parafina con pacientes del grupo de menores de 40 afios y 5
blogues de parafina de pacientes del grupo de mayores de 40 afios. Posteriormente se siguio

el siguiente protocolo:

e Montaje en laminillas silanizadas de cortes de parafina de 4 um de grosor utilizando
bafio de flotacion a 42°C.
e Secado de laminillas en estufa de 56°C a 60°C, por 12 horas.
e Enfriamiento de laminillas a temperatura ambiente.
e Desparafinizacion e hibridacion de las laminillas en jarras de coplin siguiendo la
siguiente secuencia:
1. Xilol 10 minutos (2 veces).
2. Etanol absoluto 5 minutos (2 veces).
3. Etanol 80% 5 minutos.
4. Etanol 70% 5 minutos.
5. Agua bidestilada 3 minutos.
6. HCI 0.2 N 20 minutos.
7. Agua bidestilada 3 minutos.

8. Lavado de laminillas con buffer lavado durante 3 minutos.
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Posteriormente se colocan las laminillas en una solucion de pre-tratamiento a 80°C por
30 minutos, en el bafio de agua de temperatura controlada.
Se enjuagan las laminillas con agua bidestilada por 1 minuto y después en solucién
buffer de lavado 2 veces, por 5 minutos.
Se realiza digestion enzimética con solucion pepsina, y se incuba a 37°C durante 4 a 8
minutos.
Se enjuagan las laminillas con agua bidestilada por 1 minuto y después en solucion de
buffer de lavado 2 veces por 5 minutos.
Se deshidratan las preparaciones en alcoholes crecientes:

1. Etanol 70% 3 minutos.

2. Etanol 80% 3 minutos.

3. Etanol absoluto 3 minutos.

4. Secado al aire.
Se aplican 10 microlitros de la sonda (EGFR de espectro rojo y sonda CEP17 de
espectro verde como control. Se utilizaron sondas de marca comercial Vysis LSI EGFR
de Abbott® para localizacién de 7p11.2-p12) y se cubrié con cubreobjetos de 22 x 22
mm.
Se colocan las laminillas en el Hybridizer y se deja hibridar toda la noche (5 minutos a
95°C/80°C, seqguido de 16 horas a 37°C.
Se colocan las laminillas en buffer de lavado post-hibridizacion por 3 minutos.
Se enjuaga con agua bidestilada por 3 minutos.
Secado de laminillas en la oscuridad por 20 minutos.

Se guardan las laminillas en la oscuridad antes de valorar la sefial.
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Para la valoracion de las sefiales se utiliz6 un microscopio de fluorescencia marca Olympus
modelo BX51TF, Se usaron filtros de paso de banda estrechos separados para la deteccién
de senales, Usando lente de objetivo X100, se examinaron aproximadamente 60 células
tumorales para cada muestra, y los numeros de sefiales fluorescentes dentro de las células
tumorales del EGFR. La amplificacion de EGFR se defini6 como una relacion de sefiales de

sonda de EGFR a sefales de sonda CEP17 de referencia de 2:1 o mas.
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Figura 10. Imagen representativa de la metodologia para la valoracion de amplificacion de EGFR por FISH, se muestran los 10 bloques de
parafina de microarrays obtenidos.
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Analisis de resultados

El analisis estadistico se realizo utilizando el software IBM SPSS statistics 23®, para las
variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central (media, mediana), y para las
cualitativas, frecuencias y porcentajes de cada una de las opciones posibles. Para la asociacion de

variables cualitativas se utiliz6 la prueba exacta de Fisher; considerando estadisticamente

significativos los valores de p <0.05.
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RESULTADOS

De la base de datos se obtuvieron un total de 431 casos de carcinoma de cérvix invasor
diagnosticados en el periodo de 2015 a 2018, de los cuales finalmente se estudiaron 48 casos
de pacientes menores de 40 afios y 49 de pacientes mayores de 40 afios. La edad media de
ambos grupos fue de 41.3 afos, en el grupo de menores de 40 afios presentaron una edad
media de 31.91 afios y el grupo de mayores de 40 afios tuvo una edad media de 50.48 afios
con una desviacion estandar de 11.52. Del total de casos 42 correspondieron a biopsias y 55

casos fueron histerectomias.

Edad
20 Mean = 41 3
Std, Dev. = 11.52
N =87
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Figura 11. Frecuencia por edades de los casos analizados.
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No. De Pacientes (%)

Total, Menores de 40 Mayores de 40
N =97 anos anos
N =48 (49.4%) N =49 (50.5%)
Edad: Media 4].3 31.91 50.48
Minima 18
Maxima 68
Espécimen
Biopsia 42 (43.29) 23 (47.91) 19 (38.77)
Histerectomia 55 (56.70) 25 (52.08) 30 (61.22)

Tabla 3. Edad media por grupo de pacientes y tipos de especimenes valorados.

Dentro del grupo de pacientes menores de 40 afios se presentd una mayor cantidad de casos
poco diferenciados (50%) comparado con el grupo de pacientes mayores de 40 afios

(24.44%), lo cual fue estadisticamente significativo (p 0.017).

No. De Pacientes (%)

Total, Menores de 40 Mayores de 40
N =97 anos afios 100
N =48 (49.4%) N =49 (505%) 90
Grado Histologico 38
(P0.017) 60 B Poco diferenciado
Bien 1(103) 0 | (2.04) 50
Diferenciado 40 - B Moderadamente
diferenciado
Moderadame 61 (62.8) 24 (50) 37 (75.5) 30 -
nte 20 - B Bien diferenciado
Diferenciado 10 -
Poco 35 (36.08) 24 (50) 11 (22.44) 0 -
Diferenciado Menores Mayores  Total
de 40 afiosde 40 afios

Tabla 4. Grado de diferenciacion histoldgica por grupo de edad.
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El grupo de pacientes menores de 40 afios present6 40 casos de carcinoma espinocelular, 3
casos de adenocarcinomas y 5 casos de carcinomas adenoescamosos, contrastando con el
grupo de pacientes mayores de 40 afios en el cual hubo 35 casos de carcinoma espinocelular,

14 casos de adenocarcinomas y ningun caso de carcinomas adenoescamosos.

No. De Pacientes (%) " Variedades por Grupo de Edad
Total, Menores de 40 Mayores de 40
N =97 anos anos

N =48 (49.4%) N =49 (50.5%)

Grupo
Diagnéstico 0
(P 0.226)
Carcinoma 75 (77.3) 40 (83.33) 35 (71.42) 30
Espinocelular
Adenocarcinoma 17 (17.5) 3 (6.25) 14 (28.57) 20
Adencescamoso 5 (52) 5 (10.41) 0 0

Menores de 40 Afios Mayores de 40 Afios

B Carcinoma Espinocelular ~ W Adenocarcinoma B Adenoescamoso

Tabla 5. Tipos histoldgicos por grupo de edad.

Resultados PIK3CA

De las 97 pacientes, s6lo 13 presentaron mutaciones para PIK3CA, 11 correspondieron a
mutaciones en el exén 9 y 3 fueron mutaciones del exén 20; la mutacién mas frecuente fue en
E542K con 9 mutaciones, 6 de las cuales se presentaron en pacientes menores de 40 afos.
Ninguna paciente mayor de 40 afios presentd mutaciones en el exén 20 (tabla 6). De los 14
casos que presentaron mutacion, 9 correspondieron a carcinomas escamosos y 5 a
adenocarcinomas (tabla 7). Destaca 1 caso que corresponde a una paciente de 18 afios con
un carcinoma de células claras la cual presentd mutaciones simultaneas en el exon 9 y 20,
dominios E542K y H1047L. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos de edad.
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No. De Pacientes (%)

Total, Menores de 40 Mayores de 40
N =97 anos anos
N = 48 (49.4%) N =49 (50.5%)
Ex6n9 (P0.412) 11 7 4
E542K 9 6 3
E545K 2 I I
E454D 0 0 0
Exé6n 20 (P 0.234) 3 3 0
HI047L 2 2 0
EI047L | I 0

Tabla 6. Frecuencia de mutaciones de PIK3CA por grupo de edad.

Exokn 9 ExonAZO
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Figura 12. Ejemplo de electroforesis en agarosa con enzimas de restriccion, correspondiente al caso 12 el cual resulté con mutacion del
dominio E545K.
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Exon 9 Exon 20
Total E542K E545K H1047L EI047L
Tipo Histolé6gico
(P0.222)
Escamoso 9 6 I | I
Adenocarcinoma 5 3 I | 0

Tabla 7. Mutaciones de PIK3CA por tipo histoldgico.

Resultados EGFR

Del total de 97 casos analizados, 7 mostraron amplificacion de EGFR, correspondiendo 6

casos a carcinomas espinocelulares y solamente 1 caso a adenocarcinoma. Se identificaron 6

casos de carcinomas de cérvix con amplificacion de EGFR y solamente 1 caso en el grupo de

pacientes mayores de 40 afios, sin embargo, a pesar de esta diferencia no fue

estadisticamente significativo (p0.111).

No. De Pacientes (%)

Total, Menores de 40 Mayores de 40
N =97 anos anos
N =48 (49.4%) N =49 (50.5%)
Resultado FISH
(PO.111)
Amplificado 7 6 |
Escamoso 6 5 |
Adenocarcinoma | I 0
No Amplificado 83 40 43

Tabla 8. Resultados EGFR por grupo de edad y tipo histoldgico.
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Figura 13. Ejemplo de FISH para EGFR, Ay B Casos 8 y 34, mostrando negatividad para amplificacién de EGFR, conservando 2 sefiales
verdes y 2 sefiales rojas por nicleo. Cy D casos 73 (paciente de 33 afios con carcinoma espinocelular) y 90 (paciente de 39 afios con
adenocarcinoma poco diferenciado) mostrando amplificacion de EGFR con aumento de sefiales rojas con relacion mayorde 2 a 1 en
relacion con las sefiales verdes.




Resultados VPH

Del total de pacientes valoradas se encontré que el tipo de VPH mas prevalente fue VPH16
con 46 casos, seguido de VPH33, VPH52 y VPH18 con 21, 21 y 19 casos respectivamente;
también se encontré una mayor incidencia de coinfecciones en pacientes menores de 40 afios
con virus de alto y bajo riesgo en comparacion con las pacientes mayores de 40 afios. Al
separar por grupos de edad ambos mostraron una mayor prevalencia de VPH16, sin embargo
el VPH33 fue mas prevalente en el grupo de pacientes menores de 40 afos, siendo VPH52 y

VPH18 mas prevalentes en las pacientes mayores de 40 afios.

No. De Pacientes (%)

Categoria Total, <40 afos > 40 anos 200 VPH73
IARC VPH70
VPHI6 | 46 (50) 28(62.2)  18(38.29) 180 r— VPHé8
VPH33 [ 21228) 143111 7(148) |0 VPH54
VPH52 [ 20(228) 11 (244)  10(212) VPH34
VPHI8 [ 19 (206) 11 (244)  8(17) 140 = VPH35
VPH66 28 12(13)  8(17.7) 4(8.5)
VPH3| [ 10 (10.8) 7 (I5.5) 33 20 VPH58
VPH45 | 997 6033 363 |00 . VPHS59
VPHS | | 9(97) 7(155) 242 = VPH39
VPH39 | 7(7.6) 5(1.1) 2 (4.2) 80 mVPH5|
VPH59 I 7(76)  6(13.3) I @2.1) 60 m VPH45
VPH58 | 6(65 5(ILI) WeX)) m VPH3|
VPH35 | 3(32) 244 L@l 40 = VPH66
VPH34 Indeterminado | (1.08) 1 (2.2) 0 mVPHI8
VPH54  Indeterminado | (1.08) | (2.2) 0 20 = VPH52
VPH68 2A I (1.08) 0 @) 0 | |  mVPH33
VPH70 28 1(1.08) 1(22) 0 Total < de 40 > de 40 = VPHI6
VPH73 28 I (1.08) 0 Q.1

Tabla 9. Prevalencia de tipos de VPH de alto riesgo por grupo de edad, los grupos de alto riesgo categoria | de la IARC se encuentran
marcados en rojo.

Al realizar una valoraciébn de la cantidad de tipos de VPH detectados por paciente
comparando grupos de edad se encontré que el grupo de menores de 40 afios presentd una

mayor cantidad de coinfecciones con virus de alto riesgo IARC |, llegando a resultar casi
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estadisticamente significativo (p 0.055). 2 pacientes presentaron 8 coinfecciones simultaneas
con virus de alto riesgo, con edades de 34 y 38 afios, una de ellas con un carcinoma

escamoso Y la otra con un adenocarcinoma, ambos de alto grado histolégico.

No. De Pacientes (%) No. De Pacientes (%)
Total, Menores de 40  Mayores de 40 Total, Menores de 40  Mayores de 40
N =97 anos afos N =97 afos afos
N =48 (49.4%) N =49 (50.5%) N =48 (49.4%) N =49 (50.5%)
Inhibido 5 3 2 IARC 2A y 2B
(P0.511yo0.100)
IARC |
(P 0.055) 0 78 36 42
0 16 4 12 I 14 9 5
I 42 17 25 Bajo Riesgo
215 10 5 (P0.859)
3 5 4 I 0 4 [ 3
4 8 5 3 I 45 22 23
5 | | 0 2 40 21 19
6 3 2 | 3 I 0 2
7 0 0 0 4 2 I I
8 2 2 0

Tabla 10. Cantidad de tipos de VPH detectados por paciente por grupo de edad.

Entre las coinfecciones por VPH, las mas frecuentes fueron VPH16-VPH33, VPH33-VPH52,

VPH18-VPH33, VPH52-VPH18 y VPH33-VPH51 con 11, 10, 9, 8 y 8 casos respectivamente.

Coinfecciones
frecuentes

16-33 I
33-52 10
18-33 9
52-18 8
33-51 8

Tabla 11. Coinfecciones por VPH mds frecuentes en ambos grupos de edad
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FRECUENCIA DE INFECCIONES MIXTAS DE VPH POR GRUPO
DE EDAD

® Alto Riesgo ™ Bajo Riesgo

9
8 -8

7 7

6

5 5

4 -4 4

3 3 3

2

0

Menores de 40 Mayores de 40

Figura 14. Grdfica de cajas mostrando la frecuencia de infecciones mixtas de VPH por grupo de edad.
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DISCUSION

En base al estudio preliminar realizado en nuestro hospital, el cual se coment6 en la
introduccion podemos decir que el cancer cervicouterino en nuestra poblacion muestra una
alta incidencia en pacientes menores de 40 afnos, lo cual muestra diferencias con lo reportado

en la literatura internacional, asi como en las estadisticas nacionales.*®

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que los carcinomas de cérvix en
pacientes jovenes presentan grados histolégicos mas agresivos, sin embargo, es necesario un
estudio mas amplio que dé seguimiento a estas pacientes para determinar si este aspecto
histolégico se correlaciona con la evolucion clinica. También destaca que en un estudio de
cancer de cérvix en pacientes menores de 35 afios realizado en Estados Unidos en 2016 el
grado histologico de los casos presentd una distribucion variada, con 15% de los casos de
histologia bien diferenciada, 30.7% con histologia moderadamente diferenciada y 30.7% con
histologia poco diferenciada;*° esto difiere de lo encontrado en nuestra investigacion, donde el
grupo de pacientes menores de 40 afios no presentd carcinomas bien diferenciados y el

porcentaje se dividié 50% y 50% entre los carcinomas moderadamente y poco diferenciados.

Las mutaciones de PIK3CA encontradas en esta investigacion fueron principalmente en el

ex6n 9, concordando con lo reportado en publicaciones previas,?*%*?8

igualmente las
principales mutaciones fueron en el dominio E542K, el cual forma parte de las firmas de

mutaciones del gen APOBEC.

Las amplificaciones de EGFR encontradas correspondieron en su mayoria a carcinomas
escamosos y solamente un caso de adenocarcinoma presentdé amplificacion. Este hallazgo
muestra similitud con un estudio reportado previamente en el cual todos los casos con

amplificacion de EGFR fueron carcinomas escamosos y hingun adenocarcinoma resulto
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positivo.?® Esto sugiere que posiblemente existen vias diferentes para el desarrollo de
carcinomas escamosos Yy adenocarcinomas, igualmente sugiere blancos terapéuticos
potenciales en carcinomas escamosos que muestran amplificacion de EGFR; considerando
también que la amplificacion de EGFR es un mecanismo importante en el desarrollo de la
transformacion epitelial-mesenquimal se podrian realizar estudios de seguimiento en
pacientes con amplificacion de EGFR para observar si presentan un comportamiento clinico
diferente de las pacientes que no muestran amplificacién. A pesar de que de las 7 pacientes
con amplificacion de EGFR 6 fueron pacientes menores de 40 afios no se obtuvo un resultado
estadisticamente significativo, siendo necesario ampliar este estudio comparativo a mas

pacientes.

Los tipos de VPH mas frecuentemente encontrados en este estudio fueron 16, 33, 52 y 18, lo
cual difiere de las publicaciones a nivel internacional, en los cuales se presenta mas

frecuentemente los tipos 16 y 18 como los de mayor prevalencia.®t%21314

sin embargo,
existen estudios a nivel nacional que muestran mayor prevalencia de los tipos 51, 52, 16 y 33;
siendo estos resultados mas similares a lo encontrado en nuestra investigacion pueden existir

diferencias en la distribucion de los tipos de VPH en la poblaciéon del norte de México al

comparar con poblaciones de otros paises.

Se encontr6 una alta prevalencia de coinfecciones por virus de VPH de alto riesgo,
principalmente en el grupo de pacientes menores de 40 afios, resultando esto
estadisticamente significativo, aunque no es posible establecer que esta sea una causa de

gue los carcinomas en pacientes menores sean mas agresivos.
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CONCLUSIONES

e En este estudio no es posible descartar la hipotesis nula de que no existen diferencias
en las mutaciones de los genes PIK3CA y EGFR en carcinoma de cérvix entre mujeres
menores y mayores de 40 afos.

e El grupo de pacientes menores de 40 afos presenta con mayor frecuencia carcinomas
mas agresivos y menos diferenciados.

e La alta frecuencia de amplificacion de EGFR en carcinomas escamosos comparado
con adenocarcinomas y carcinomas adenoescamosos es un hallazgo que sugiere que
los carcinomas de cérvix se originan de diferentes vias dependiendo del tipo
histoldgico.

e Se requiere un estudio que compare proporciones iguales de carcinomas escamosos y
adenocarcinomas para determinar si esta diferencia es significativa entre grupos de
edad.

e El ex6n 9 presento6 la mayor cantidad de mutaciones, con predominio en los dominios
E542K y E545K, lo cual concuerda con lo encontrado en carcinomas vesicales y
carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

e Ambos dominios se asocian a mutagénesis de APOBEC pudiendo ser un blanco
terapéutico en un futuro.

e Los tipos de VPH mas frecuentes fueron 16, 33, 52 y 18; lo cual difiere de lo reportado
a nivel mundial, pero mantiene cierta concordancia con lo reportado a nivel nacional

e Las pacientes menores de 40 afios presentan mayor promedio de coinfecciones por

VPH de alto riesgo en comparacion con las pacientes mayores de 40 afos
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