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I. LISTA DE ABREVIATURAS

CaCU: cancer cervicouterino

DNA: 4cido desoxirribonucleico

EC: etapa clinica

HR: hazard ratio

IC: intervalo de confianza

FC: fold change

LPB: linfadenectomia pélvica bilateral
miRNA: microARN

MLA: marcos de lectura

mRNA: ARN mensajero

OR: odds ratio

PLE: periodo libre de enfermedad
PLV: permeacion linfovascular
gRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa reversa
RB: gen retinoblastoma

RNA: 4cido ribonucleico

SG: supervivencia global

VPH: virus de papiloma humano




II. RESUMEN

Antecedentes: El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de mortalidad e
incidencia de céncer en la mujer en México. La persistencia del VPH vy ciertos co-factores
propician el desarrollo de esta neoplasia. A pesar de esto, multiples estudios han sugerido
que los miRNAs pudieran estan relacionados en la patogénesis del mismo.

Objetivo: Identificar el perfil de expresion de miARNSs en un grupo de pacientes con CaCU
en estadios tempranos tratados quirdrgicamente con afeccidon ganglionar microscopica y
otro a recurrencia.

Metodologia: Se recolectaron los expedientes con diagnoéstico de CaCU confirmado
histolégicamente con etapas IB1-IIA operadas de histerectomia radical con
linfadenectomia. Se realizd un grupo con afeccion ganglionar, y otro sin afeccion
ganglionar. En el laboratorio se extrajo y purifico el ARN a partir de los tumores cervicales.
Se realizo la verificacion de la fraccidn de miRNAs. Se escogieron bloques de parafina que
cumplieran con adecuada cantidad y calidad de miRNA. Se identifico el perfil de expresion
global de los miRNAs por medio de microarreglo. Se realizé un anélisis de agrupamiento
realizando andlisis de semejanzas y diferencias con una prueba de t-student, seleccionando
los miRNAs con valor p<0.01. Se realizé un andlisis bivariado estableciendo odd ratios
asociado a afeccion ganglionar. La significancia estadistica se definié con valor p < 0.05.
Resultados: Se escogieron 12 pacientes con afeccion ganglionar y 13 sin afeccion
ganglionar. Se encontrd una asociacion en la afeccion ganglionar con la sobreexpresion de
los miRNAs miR-92b-star (OR 6.74, p=0.033), miR-483-5p (OR10, p=0.014), miR-4534
(OR 16.67, p=0.006) y miR-548ac (OR 27.5, p=0.002). Los miRNAs subexpresados
asociados a afeccion ganglionar fueron miR-487b (OR 60.5, p=0.002), miR-29b-2-star (OR
7.7, p=0.035) y miR-195 (OR 24.74, p=0.008). Adicionalmente se realizdé un perfil de
expresion asociado a recurrencia.

Conclusion: En nuestra poblacion, se encontrd un perfil de miRNAs asociado a afeccion
ganglionar y otro a recurrencia en pacientes con CaCu en etapas tempranas. Este es un
estudio exploratorio, se necesitan estudios prospectivos para validar dichos perfiles de
expresion y su valor real como predictores tanto de enfermedad ganglionar como

recurrencia de la enfermedad.




III. INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) es una de las neoplasias malignas mas comunes en la
mujer, siendo en México el segundo lugar en incidencia y mortalidad después del cancer de
mama.! El factor etioldgico para el desarrollo de esta neoplasia es la persistencia del virus
de papiloma humano (VPH) de alto riesgo. Sin embargo, la persistencia del VPH y ciertos

co-factores parecen no ser suficientes para el desarrollo de lesiones malignas.?

El CaCU para fines de tratamiento se puede dividir en etapas tempranas, localmente
avanzadas y metastasica. En etapas tempranas, el tratamiento principal es la histerectomia
radical con linfadenectomia pélvica bilateral (LPB).? Adicionalmente es importante tomar
en cuenta los factores de riesgo patoldgicos de recurrencia para la administracion de
adyuvancia que puede incluir radioterapia exclusivamente, o bien radioterapia con
quimioterapia concomitante, siendo esta ultima modalidad el mismo tratamiento para las
etapas localmente avanzadas, sin tener el beneficio de la cirugia.* En varios estudios se ha
visto una disminucién en el periodo libre de enfermedad (PLE) y en la superviviencia
global (SG) en pacientes con afeccidon ganglionar, siendo este el factor prondstico mas

importante.>%7#

Los microARNs (miRNAs por sus siglas en inglés) son cadenas sencillas de ARN
constituidas de 21-23 nucleétidos.”!° Estos pueden inhibir la expresion de genes a través de
represion transcripcional o degradacion del ARN mensajero (mRNA).!? Entre sus funciones
estd la de regular la expresion génica en una gran gama de procesos fisioldgicos y
patologicos.!! En el cancer, los miRNAs pueden funcionar como oncogenes o como genes
supresores de tumores.'>!>!* Multiples estudios han sugerido que los miRNAs pudieran
estan involucrados en la patogénesis del CaCU.!>!%!'7 Asi mismo, se han descrito miRNAs
que influyen en la presencia de factores prondsticos para el PLE y la SG del CaCU,

incluyendo la afeccion ganglionar, !1:18:19:20




El objetivo de este estudio fue identificar un perfil de expresion de miRNAs en un grupo de
pacientes con CaCU en estadios tempranos tratados quirirgicamente con afeccion
ganglionar oculta. Adicionalmente se evalu6 un perfil de expresion de miRNAs asociados a

recurrencia en pacientes con CaCU en estadios tempranos tratados quirurgicamente.




IV. MARCO TEORICO

Antecedentes del cancer de cérvix.

El CaCU es una de las neoplasias malignas que afecta el tracto genital femenino mas
comunmente. Se estima que a nivel mundial, su incidencia es de 527,624 casos por afio,
con una mortalidad de 265,653 de casos al afio, con una prevalencia a 5 afios de 1,547,161
casos.! Ocupa el cuarto lugar en mortalidad después del cancer de mama, el cancer colon
rectal y el cancer de pulmon. Este cancer ocupa el 12% en incidencia entre todas las
neoplasias malignas, y el 7.5% de mortalidad especifica por cancer especifica. Asi mismo,
el 87% de los casos ocurren en paises en vias de desarrollo.?! En México, tiene una
incidencia de 13,960 casos por afio, ocupando el 23.3% entre todas las neoplasias malignas;
y una mortalidad de 4,769 casos por afio, siendo el 11.9%; ocupando el segundo en

incidencia y mortalidad después del cancer de mama.'

Ciertamente, el agente etioldgico conocido para el desarrollo del CaCU es la infeccion y
persistencia del VPH.? Sin embargo, se han identificado otros co-factores que incrementan
el riesgo para adquirir la infeccion o potencializan la progresion a la transformacion de
malignidad. Los co-factores etioldgicos involucrados en la adquisicion del VPH y la
malignizacion son el inicio temprano de la vida sexual, el tener compafieros sexuales de
riesgo, multiples parejas sexuales, la multiparidad, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos
orales, y la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana.?’ Estos factores
incrementan el riesgo de progresion a una lesion intraepitelial de alto grado.? Sin embargo,
hay estudios que muestran datos contradictorios si realmente estos factores de riesgo
incrementan la persistencia del virus.?* El factor mejor conocido es la inmunodeficiencia,
sobre todo en mujeres infectadas por virus de inmunodeficiencia adquirida, ya que este
llega a incrementar el riesgo de persistencia por VPH en todas las edades.?® Asi mismo se
ha visto que el fumar y el uso de anticonceptivos orales de forma prolongada promueve el
desarrollo de metaplasia escamosa, promoviendo la persistencia de la infeccion viral,

siendo este el factor de riesgo mas importante para la progresion de las lesiones




intraepitelales.?® La co-infeccion con otros patogenos de trasmision sexual ha sido muy

controvertido como factor de riesgo.?’

La persistencia de VPH y sus co-factores son necesarios para el desarrollo de lesiones
malignas, a pesar de esto, se cree que hay algunas variaciones genomicas en el huésped

relacionadas con el desarrollo de esta neoplasia.”

Posterior a la infeccion por VPH, la neoplasia evoluciona de una lesioén preinvasora como
es una lesion intraepitelial cervical, hasta convertirse en cancer in situ y posteriormente
invasor cuando las células malignas atraviesan la membrana basal en un plazo de tiempo
que va de 1 a 20 afios.?® El tumor se mantiene confinado a la pelvis durante mucho tiempo,
con un patron de diseminacion generalmente ordenado y de forma predecible. Por
extension directa se disemina fuera del cuello uterino a través de los ligamentos de fijacion
como los parametrios o los ligamentos uterosacros, el conducto endocervical, el
endometrio, o de forma distal hacia la vagina. En etapas mds avanzadas infiltra la vejiga y
el recto. La diseminacion ganglionar también es un evento ordenado en la mayoria de las
veces, invadiendo los ganglios paracervicales, parametriales, paraureterales, obturatrices
hipogastricos, iliacos externos e iliacos comunes. Posteriormente la diseminacion suele
continuar hacia los ganglios inguinales, presacros y paraaorticos. Finalmente, se afectan los
ganglios mediastinales y supraclaviculares.”” La diseminacion hematdgena es propia de las

etapas avanzadas afectando pulmén, higado y hueso.”

En el 2009, la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) establecio que
el CaCU debe ser estadificado clinicamente, debido a que es mas fécil el diagnostico para
los sectores de bajos recursos.* La estadificacién se basa en la revision de la biopsia

cervical o cono biopsia, asi como la revision clinica de las pacientes afectadas (Tabla 1).
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Tabla 1. Estadifiacion cervical FIGO 2009

ECI

Confinado al cérvix

Ia

Identificada microscopicamente.Limitada a invasion menor a Smm de
profundidad y 7 de extension.

Ial

Invasion no mayor a 3mm y extension no mayor a 7 mm.

Ia2

Invasién mayor a 3mm pero no mayor a Smm y extension no mayor a 7
mm

Lesi6n clinica confinada al cérvix

Ibl

Lesion no mayor a 4cm

Ib2

Lesion mayor a 4cm

ECII

Afeccion a tercio superior de vagina o parametrios sin llegar a pared
pélvica

ITa 1

Afeccion del tercio superior de vagina. <4 cm,

Ta2

Afeccion del tercio superior de vagina. > 4 cm.

IIb

Afeccion de los parametrios sin llegar a pared pélvica

EC I

Involucro del tercio inferior de vagina, parametrios hasta pared pélvica ,
hidronefrosis o Insuficiencia renal

IIla

Involucro del tercio inferior de vagina

I1Ib

Parametrios hasta pared pélvica , hidronefrosis o insuficiencia renal

EC 1V

Extension fuera del tracto reproductor

IVa

Involucro de mucosa rectal o vaginal

IVb

Metastasis a distancia

Biologia molecular en cancer de cérvix.

La primera vez que se estudio una causalidad entre el VPH y el desarrollo de CaCU fue en

1970 cuando el Dr. Harald zur Hausen, sugiri6 que las mismas particulas virales
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encontradas en las verrugas genitales eran responsables de la neoplasia maligna.’® Una
década después se encontrdé que el HPV tipo 16 y posteriormente el tipo 18 eran los
responsables de cerca del 70% de los casos a nivel mundial.>!*? Por su trabajo en la

causalidad del VPH, el Dr. zur Hausen recibio6 el Premio Nobel en medicina en el 2008.

El VPH pertenece a la familia de los Papillomaviridae, los cuales se caracterizan por tener
alta afinidad a las mucosas y epitelios, causando una proliferacion epitelial en el sitio de
infeccion. Existen al menos 120 genotipos diferentes, de los cuales al menos 40 infectan los
genitales.*> Estos los podemos dividir en virus de bajo o alto riesgo para el desarrollo de
neoplasias malignas (Tabla 2). Los primeros se relacionan con verrugas genitales y lesiones
intraepiteliales de bajo grado mientras que los segundos con lesiones intraepiteliales de alto

grado y el CaCU.

Tabla 2. Clasificacién del VPH seguin su potencial para causar CaCU>*

Virus de bajo riesgo

6, 11, 40, 42, 54, 57

Virus de alto riesgo

16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68

El genoma del virus tiene forma circular de doble cadena dividido en marcos de lectura
abiertos (MLA) tempranos (E1-E7) y tardios (L1-L2) que codifican cerca de 8,000 pares de
base. EI VPH tiene una cubierta de proteinas que protege el acido desoxirribonucléico
(DNA por sus siglas en inglés) viral, compuesta por 72 capsomeros hechos de proteinas
codificadas de los MLAs L1 y L2 que sirven de proteccion e interaccidon con las proteinas
del huésped. Los MLAs tempranos codifican proteinas para la replicacion, regulacion y
proliferacion celular.*® En las lesiones intraepiteliales cervicales de alto grado y en el
carcinoma, las secuencias que codifican E1 y E2 se rompen en el momento de ser integrado
el DNA viral en el genoma de las células epiteliales. Dado que E2 funciona como represor
de las oncoproteinas virales E6 y E7, su rompimiento resulta en la sobreexpresion de estas

proteinas. La sobreexpresion de E6 promueve la degradacion de la proteina reguladora p53
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por medio de la via mediada por ubiquitina, resultando en una progresion del ciclo celular,
previniendo la apoptosis y promoviendo la replicacion las células trasformadas. Asi mismo,
la oncoproteina E7 se une y promueve la degradacion del gen de retinoblastoma (RB)
resultando en una disrupcion de la via regulatoria del ciclo celular de la ciclina Rb-
D/p16™K4a 22 Estos dos sucesos promueven la inmortalizacion y el potencial oncolégico de

la célula.

Tratamiento del cancer de cérvix en etapas tempranas.

El CaCU para fines de tratamiento se puede dividir en etapas tempranas, que incluye las
etapas IA hasta IB1 y IIA1, etapas localmente avanzadas que son IB2 hasta IVA sin incluir
ITA1, y la etapa metastasica o IVB. En etapas tempranas el tratamiento es principalmente
quirtrgico. Asi mismo, las etapas tempranas las podemos dividir en etapas microinvasoras
(IA1 y IA2) y no microinvasoras (IB1 y IIA1).>® El tratamiento del CaCU microinvasor
consiste en la realizacion de una histerectomia extrafacial, con o sin la realizacion de
linfadenectomia pélvica bilateral (LPB) dependiendo del estatus de la permeacion
linfovascular (PLV).?> En estas etapas se ha visto que la afeccion parametrial es menor al
1%, asi como el porcentaje de presencia de permeacion vascular y de afeccion ganglionar

es de 8.3% y 3% respectivamente, con una tasa de recurrencia de 1.6% a 5 afios.>’

En CaCU con etapas IB1 y IIA1l, el tratamiento quirurgico consiste en realizacion de
histerectomia radical con LPB.? En un estudio aleatorizado realizado por Fabio Landoni et
al. se demostr6 que la supervivencia global (SG) y el periodo libre de enfermedad eran
similares en pacientes tratadas con histerectomia radical modificada vs radioterapia
definitiva.®® En otro estudio se analizaron 1039 pacientes en etapas IB1-Ila, las pacientes
que fueron sometidas a cirugia tuvieron una SG a 5 afios de 84% contra las que fueron
sometidas a radioterapia con una SG a 5 afos de 69% (p=0.001).* Por tltimo, en un
estudio en que se tomaron los resultados de 4,885 pacientes del Registro Epidemiologico de
Estados Unidos y que tenian etapas IB1-I1A, se encontr6 que las pacientes a las que se les
realiz6 histerectomia radical tenia una disminucion en la mortalidad de un 59% en

comparacion con las que se les daba radioterapia definitiva (p=0.0001).*° Actualmente, en
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estas pacientes se considera un estdndar de tratamiento la histerectomia radical con

linfadenectomia bilateral.

Factores de riesgo para recurrencia

En estas pacientes con etapas tempranas operables, es importante tomar en cuenta los
factores de riesgo de recurrencia patologicos para la administracion de adyuvancia. Se
consideran como pacientes con riesgo intermedio aquellas que tengan como hallazgos
patologicos la presencia de tumores mayores de 4 cm, con PLV y que invadan més de 1/3
del estroma; a estas pacientes se les debe administrar radioterapia adyuvante.* Se considera
a las pacientes de alto riesgo de recurrencia, cuando tienen como hallazgos patologicos
ganglios linfaticos con metéstasis, margenes positivos y afeccion parametrial; estas
pacientes se beneficiardn de la radioterapia y quimioterapia concomitante, como
tratamiento adyuvante.* En el estudio GOG-92 se analizaron los factores de riesgo
intermedio y de qué forma la radioterapia adyuvante otorgaba un beneficio. Se analizaron
277 pacientes llevadas a histerectomia radical con PLV, invasion profunda al estroma y
tumores voluminosos y se compararon 137 pacientes a las cuales no se les administrd
radioterapia contra 140 pacientes que si se les dio radioterapia, encontrando una reduccion
del 44% de recurrencia, con un PLE de 88% en pacientes radiadas contra un 79% en las que
no fueron radiadas (p=0.008).*! En pacientes con riesgo alto de recurrencia, Peters et al.
evalud la necesidad de radioterapia concomitante con quimioterapia en 268 pacientes en
etapas [A2, IB y IIA que fueron sometidas a histerectomia radical con LPB y que tuvieran
ganglios linfaticos positivos, parametrios afectados y margenes positivos, encontrando que
las pacientes se les dio la radioterapia concomitante con quimioterapia tenian una mayor
SG (HR 1.96; p=0.007) y un mayor PLE (HR 2.01; p=0.003) en comparacion con las

pacientes que solo recibieron radioterapia adyuvante.*?

La American Joint Committe on Cancer describe que el factor de riesgo para recurrencia
mas importante en CaCU es la afeccion ganglionar, describiendo que en etapas IB la
probabilidad de afeccion ganglionar pélvica es de 20% aproximadamente.**** En varios
estudios se ha visto una disminucion en el PLE y en la SG en pacientes con afeccion

ganglionar o que presentan recurrencia. En el estudio de Delgado et al. se encontrd que las
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pacientes en etapas tempranas y operadas de histerectomia radical con LPB y que tenian
afeccion ganglionar tenian una mayor tasa de recurrencias en comparacion con las que no
(74.4% contra 85.6%, p=0.04).> Asi mismo, en el estudio de Suprasert se encontrd que la
afeccion ganglionar es un factor pronostico para la recurrencia en pacientes con CaCU en
etapas tempranas (Hazard Ratio (HR) 3.1; intervalo de confianza (IC) 95% 1.55-6.24;
p=0.001).% Shinichi Togami et al. encontraron que en pacientes con etapas IA2 a IIB con
afeccion ganglionar tenian menor SG (61% contra 94%, p=0.0001) y menor PLE ( 46%
contra 92%, p=0.0001) en comparacion con las que no tenian afeccion ganglionar. Asi
mismo, en el analisis multivariable, encontrd una relacion entre la afeccion ganglionar y la
afeccion parametrial (Odds ratio(OR), 3.37; IC 95% 1.31-9.0; p=0.01) y un tamafio tumoral
mayor de 2 cm (OR, 4.93; IC 95% 1.31-9.0; p=0.005).” Por ultimo, Ditto y colaboradores
encontraron que la presencia de ganglios pélvicos o para-adrticos positivos eran factores
pronosticos para la SG (HR 3.01, IC 95% 1.78-5.08, p=<0.001) y el PLE (HR 2.83, IC 95%
1.70-4.70, p=<0.001). Incluso, se ha visto una relacion entre la cantidad de ganglios
pélvicos afectados y una disminucion en la SG, disminuyendo hasta un 62% si hay un
ganglio afectado, 36% si hay dos ganglios afectados y un 20% si hay tres.® En pacientes
con etapas IB2 a IVA, la recomendacion de tratamiento es la administracion de radioterapia
concomitante con quimioterapia y braquiterapia, sin haber un beneficio en el tratamiento

quirtrgico.’

Generalidades de los MicroRNA.

En 1993, Ambros y colegas descubrieron que /in-4, un gen que se conoce que controla el
tiempo de desarrollo de la larva C. elegans, no codificaba para alguna proteina pero que en
su lugar producia un par de pequefios acidos ribonucleicos (RNA), y que éstos tenian un
complemento en multiples sitios de 3° UTR del gen /in-4, controlando su tasa de
expresion.” Actualmente se sabe que este RNA /in-4 pertenece a la familia de una clase
abundante de pequefios RNAs reguladores llamados microRNAs (miRNAs). Los miRNAs
son cadenas solitaria de RNA constituidas de 21-23 nucleétidos.”!® Se consideran como
pequefios RNAs no codificantes que pueden inhibir la expresion de genes a través de

represion transcripcional o degradacion del mRNA Estos estdn presentes en animales,
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plantas y células eucariotas.'® La génesis de los miRNA inicia con su transcripcion por la
ARN polimerasa II al miRNA primario (pri-miRNA). Esta transcripciéon primaria es
dividida en pre-miRNAs por la RNasa IIl Drosha, y posteriormente el pre-miRNA es
trasladado al citoplasma y transformada en un miRNA maduro por la Dicer, otra RNasa III.
El miRNA se une a las secuencias complementarias en la region no traducida (3°-UTR) de
un mRNA blanco, reprimiendo la traduccion de los genes blanco y resultando en el bloqueo
de los efectos de los factores de iniciacion de las células.*® El mecanismo de regulacion
depende del nivel de complementaridad entre el miRNA y el blanco del mRNA. El
silenciamiento genético se puede obtener ya sea por degradacion o por inhibicién del
mRNA.* Este silenciamiento ocurre cuando el complejo de silenciamiento inducido de
RNA (RISC por su siglas en inglés) que contiene el miRNA se une al 3"-UTR en el mRNA
e induce la formacion del complejo CCR4-CAF1-NOT, una enzima truncadora de cola tipo
poly A, resultando en el corte de la cola, reduciendo la unién de factores de iniciacion de
traduccion y reprimiéndola.’ La mayoria de los genes de los miRNAs provienen de
regiones del genoma distantes de los genes blanco, infiriendo que derivan de una unidad de
transcripcion independiente; asi mismo, los miRNA no son transcritos desde sus propios

promotores, sino de los intrones en su mayoria.’

Funcion de los miRNAs

Se han identificado miles de miRNAs en nematodos, insectos, pajaros, anfibios, peces,
plantas y mamiferos.*® Su funcion se ha visto como reguladores importantes en la expresion
de una gran gama de procesos fisiologicos y patologicos. En la actualidad se sabe que el
papel especifico de los miRNAs incluye la regulacion de la proliferacion celular y su
metabolismo, la regulacion del tiempo de desarrollo, la muerte celular, hematopoyesis,
desarrollo neuronal, tumorigénesis, metilacion del DNA y modificaciones en la
cromatina.!! Se ha visto que un miRNA individual puede ser capaz de regular docenas de

distintos mRNAs, mientras que multiples miRNAs pueden corregular un gen individual.*’
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Métodos de obtencion de expresion de miRNAs.

Se han utilizado multiples métodos para la obtencién y cuantificacion de los miRNAs,

cada uno con sus ventajas y desventajas (Tabla 3). El método ideal es aquel que es facil de

utilizar, que es reproducible y que no requiere equipamiento costoso, y sobre todo que sea

especifico para la obtencion de Gnicamente el miRNA de interés, sin que haya interferencia

en la deteccion con otros miRNA similares. El método debe ser lo suficientemente sensible

para proveer el analisis de la expresion cuantitativa, a pesar de que se tenga una pequefia

cantidad de muestras y que debe ser capaz de procesar multiples muestras en paralelo.>

Tabla 3. Métodos utilizados para la cuantificacion de miRNAs.>

e  Buena cuantificacion
e  Amplificacién permite mayor

Ventajas Limitaciones
qRT-PCR e C(Capacidad de produccion e Dificultad para distinguir
elevada diferencias en un solo nucledtido

No para descubrimiento de
ncRNA.

e Buena relacion entre costo y
generacion de informacion

e Facil para realizacion de
analisis de datos

e Los resultados han sido
validados con gqRT-PCR

sensibilidad
Microarreglos e Capacidad de produccion muy e Puede fallar la especificidad
elevada e Sensibilidad media

La sensibilidad y la especificidad
puede ser mejorada  con
modificacion de los 4acidos
nucleicos cerrados en las sondas
Cuantificacion limitada

No util para el descubrimientos de
ncRNA

Hibridacién in situ e Localiza los miRNA en tejido
y compartimientos celulares

e Se utiliza la misma laminilla
para la obtencion del miRNA
y del blanco de identificacion

Baja capacidad de produccion
Sensibilidad limitada
Cuantificacion muy limitada

Recuento de RNA e Capacidad de produccion
elevada

e  Alta sensibilidad

e Alta especificidad

e Se puede usar para descubrir
nuevos ncRNA

Una alta cantidad de datos
complejos que necesitan ser
analizados
Alto costo

RNA no codificable.

miRNA: microRNA; qRT-PCR: reaccion en cadena de polimerasa-trascriptasa reversa cuantitativa; ncRNA:

El estandar de oro para la deteccion de miRNAs utilizado en laboratorios clinicos es la

reaccion en cadena con polimerasa-trascriptasa reversa cuantitativa (QRT-PCR).>! Otro

método utilizado son los microarreglos, los cuales se pueden utilizar para el descubrimiento
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de nuevos biomarcadores, sin embargo, es mas costoso.’? La hibridacion in situ puede ser
utilizado para la deteccion de un miRNA de interés entre diferentes tipos de células que
componen dicho tumor, y provee informacion adicional, tal como la localizacion subcelular
del miRNA.>®* Por ultimo, la secuenciaciéon de RNA es un nuevo método para el
descubrimiento de nuevos miRNA y su cuantificacion, sin embargo, implica un alto costo y

su uso no es el ideal para propositos diagndsticos.>*

MiRNA vy cancer.

La regulacion de los genes que codifican a los miRNAs es de gran importancia porque se
puede conocer sobre el desarrollo de cualquier tipo de procesos fisiopatologicos como es el
caso de las supervivencia de las células B, el patron cerebral, la secrecion de insulina por
las células pancredticas, el desarrollo de adipocitos, el control de la proliferacion celular y
la supervivencia de la célula.*® En el humano se han identificado muchas enfermedades en
donde hay alteraciones con los miRNAs, tales como enfermedades autoinmunes,
enfermedades cardiacas, esquizofrenia y el cancer. Se ha visto que los miRNAs son
expresados diferencialmente entre los distintos tipos de tumores y tejidos normales,
incluidos los tumores benignos y malignos, tal como es el caso de las leucemias, los
linfomas, el cdncer de pulmon, el cancer de mama, el cancer colorectal, carcinoma papilar
de tiroides, glioblastomas y otros tumores cerebrales, el carcinoma hepatocelular, tumores

pancredticos, cancer de prostata, rifidn y vejiga, cancer de ovario y el cancer de cérvix.>

Los miRNAs pueden funcionar como oncogenes y/o como genes supresores de tumores.
Como oncogenes se ha visto que el miR-21 y el miR-155 estan frecuentemente
sobrexpresados en tumores malignos humanos.!? Asi mismo, los miRNAs también pueden
actuar como supresores de tumor, como es el caso del grupo de los miR-15a/16-1, que
frecuentemente se detecta en leucemias linfociticas crénicas y en cancer de prostata.!>!* En
otras ocasiones, el mismo miRNA puede tener actividad dual, actuando como oncogén en
un tipo especifico de células y como supresor de tumor en otras.”® Sin embargo, las bases
genéticas para la expresion anormal de los miRNAs en las células neoplésicas es complejo.

Se ha visto una gran variedad de disrupciones relacionadas con la expresion de miRNA en
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c¢lulas malignas y se cree que hay una gran variedad de anormalidades que pueden influir
en la regulacion de los miRNAs en cada tumor; estas expresiones ocasionan niveles
anormales de miRNAs maduros o de sus precursores en comparacion con el tejido sano o
incluso dependiendo de las distintas etapas o grados de invasion.>’ También, se ha visto que
mas el 50% de los genes de los miRNAs estan localizados en los dominios de los

cromosomas que genéticamente estan alterados en el cancer del ser humano.>®

MiRNAs en cancer de cérvix.

Como se menciond anteriormente, la persistencia del VPH es el paso inicial para el
desarrollo de CaCU, pero otros factores se necesitan para el desarrollo y progresion de los
fenotipos malignos. El desarrollo y la progresion de esta neoplasia requieren de una
compleja interaccion entre el virus, el huésped y factores ambientales; centrandose en el
analisis molecular de genes supresores y oncogenes para la génesis del mismo. Multiples
estudios han sugerido que los miRNAs pudieran estan relacionados en la patogénesis. Entre
ellos, el miR-21 se ha visto sobreexpresado, actuando como regulador negativo en la
expresion del gen supresor de tumor PDCD4, que se ha visto involucrado en la apoptosis y
en el bloqueo de la inhibicion del crecimiento tumoral favoreciendo el crecimiento
celular;!® asi mismo, se ha visto relacionado como regulador del gen CCL20, relacionado
con la diferenciacion tumoral y la metastasis a ganglios linfaticos.>® El mi-10a promueve el
crecimiento celular, las metastasis y la invasiéon suprimiendo la expresion de CHLI,'®
mientras que el mi-19a y el miR-19b estdn sobreexpresados, promoviendo el crecimiento
celular y la invasién.!” Asi mismo, se han examinado los miRNAs supresores de tumores.
Por ejemplo, se ha visto que las lineas celulares HeLa y C33-A de CaCU, sobrexpresan
miR-7 inhibiendo el crecimiento celular y promoviendo la apoptosis, mientras que la

supresion del miR-7 produce los efectos contrarios.*

En una revision de la literatura realizado por Garima Sharma y Subhash Agarwal se
analizaron 22 estudios en donde se describieron los posibles blancos y los miARNs
relacionados con el CaCU, encontrando 8 genes blanco regulados por al menos 41

miARNSs, entre los primeros, se encontré que los genes blanco BIRCS5, HOXAI y RARB
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fueron considerados como criticos en la modulacion de la progresion, y que estos estaban
regulados por al menos 7 miRNAs (miR-106a, miR-10a, miR-10b, miR-203, miR-20a,
miR-30b, miR-34a) en al menos 2 genes, y que estaban asociados con el desarrollo tumoral,
la progresion y las metastasis.®' Por ultimo, algunos otros miRNAs sobreexpresados son
miR-9, miR-127, miR-199, miR-522*, miR-148a, miR-196a, miR-132 y el miR-886-5p;
mientras que algunos otros que estan hipoactivos son miR-218, miR-372, miR-26a, miR-
143, miR-145, miR-99a, miR-513, miR-29a y el miR-100, cada uno influyendo en conjunto
o separado en distintos procesos en la génesis del CaCU, ya sea en el proceso celular de
progresion, apoptosis, proliferacion, movimiento celular, dafio en el ciclo celular, en la

trasformacion maligna y metastasis.'”

Los MiRNAs como factor prondstico en cancer de cérvix

Como se describi6 previamente, existen factores pronodstico clinico-patologicos ya
identificados en el CaCU en etapas tempranas que influyen en la SG y en el PLE. Sin
embargo, los miRNAs también se han identificado como factores pronostico en la
superviviencia y la recurrencia. Zhao et al. analizaron la expresion del miR-20a y del
miR203 recolectados en suero antes de la cirugia y del tratamiento definitivo en 80
pacientes con etapas I a Ila. Los niveles de miR-20a fueron maés altos en comparacion con
las pacientes voluntarias sanas; ademads, éste estaba sobreexpresado en pacientes con
metastasis en ganglios linfaticos. La expresion de los niveles de miR-203 en pacientes con
CaCU mostraron una tendencia de ser superiores en comparacion con las pacientes sanas;
sin embargo, las metastasis a ganglios linfaticos fueron mas frecuentes cuando la expresion
de miR-203 estaba suprimida. Basado en los grupos de pacientes con o sin afeccion
ganglionar, el miR-20a en suero tenian un area por debajo de la curva (AUC) de 0.734, con
una sensibilidad de 75% y una especificidad de 72.5% con un valor de corte de 3.0 como
marcador para metastasis. Usando los mismo grupos, el miR-203 tuvo una AUC de 0.658 y
fue menos efectivo que el miR-20a, con una sensibilidad de 65% y una especificidad del
62.5% con un valor de corte de 0.13. Los autores concluyeron que la sobreexpresion de
miR-20a estd relacionada con metéstasis a ganglios linfaticos, incremento en el tamafio

tumoral, etapas mas avanzadas y grados histoldgicos avanzados.'®
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Chen et al. hicieron un estudio usando como marcador miRNAs en pacientes con CaCU en
etapas tempranas con afeccion ganglionar. Analizaron 40 pacientes con CaCU y afeccion
ganglionar, 40 pacientes sin afeccion ganglionar y 20 voluntarias sanas. La expresion de los
niveles de miRNAs fue medida por PCR cuantitativa y se determiné una curva ROC. Los
candidatos como marcadores para afeccion ganglionar fueron miR-1246, miR-20a, miR-
2392, miR-3147, miR-3162-5p y miR-4484. Estos tuvieron una sensibilidad de 85.6% y
una especificidad del 85.0% para la prediccion de metastasis a ganglios linfaticos cuando se
hizo en suero. Cuando se analizaron tejidos de pacientes con CaCU, la sensibilidad fue de

96.7% y la especificidad de 95.0%.°

Lee et al. encontraron una correlacion entre la expresion de miR-127 y la afeccion
ganglionar en pacientes con CaCU tipo escamoso (p=0.0061).!! En el estudio de Shen et al.
se identificd la expresion del miR-224 en tejido cervical de 126 pacientes con CaCU,
encontrando que éste estaba sobrexpresado en comparacion con el tejido sano (p<0.001);
siendo significativamente mayor (p=0.002) en pacientes con etapas avanzadas en
comparacion con las etapas tempranas. Ademas, el miR-224 también estuvo
sobreexpresado en una mayor cantidad en pacientes con afeccion ganglionar en
comparacion con las que no tenian afeccion (p=0.008) y PLV (p=0.01). Asi mismo, las SG
tuvo una tendencia a ser menor en las pacientes que sobreexpresaron el miR-224 en

).2% Por tltimo, Hu et al. identificaron que los miR-

comparacion con las que no (p<0.001
200a y miR-9 sobreexpresados en pacientes con CaCU eran las que tenia mayor
radiosensibilidad al momento de dar el tratamiento, correlacionando significativamente
estos miRNAs con la SG (p=0.03 y 0.02 respectivamente).®> Asi mismo, Pedroza-Torres et
al. describieron 7 miRNAs asociados a una baja respuesta a la radioterapia en pacientes con

CaCU localmente avanzados.'”
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El céncer cervicouterino es la segunda causa de incidencia y mortalidad por cancer en la
mujer mexicana. La mayoria de las pacientes en etapas tempranas son tratadas de forma
quirargica con histerectomia radical y linfadenectomia pélvica bilateral. La necesidad de
tratamiento adyuvante con radioterapia o radioterapia y quimioterapia concomitante se basa
en los hallazgos histopatologicos. La afeccion ganglionar es el factor prondstico mas
importante asociado a recurrencias, y en etapas tempranas los estudios de imagen no son lo

suficientemente eficaces para su adecuada identificacion.

Asi mismo, se conoce el factor etioldgico para el desarrollo del cancer cervicouterino, sin
embargo, éste no es suficiente para explicar la evolucion y el riesgo de recurrencia de esta
neoplasia, por lo que es necesario la presencia de otros factores. Muchos de estos factores
aun no han sido completamente entendidos, como es el caso de los miRNAs. Se necesita
buscar una asociacion entre la afeccion ganglionar y la presencia de un perfil de miRNAs
especifico. La importancia de esta asociacion establecera que pacientes no se benefician de
una histerectomia radical como tratamiento inicial en una poblacion de mujeres mexicanas
con cancer cervicouterino en etapas tempranas. Asi mismo, se necesita un perfil de
miRNAs asociado a recurrencia para poder establecer que pacientes requieren un
seguimiento mas estrecho para ser detectadas tempranamente o requieren ademds un

tratamiento complementario.
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VI JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La identificacion de expresion de miRNAs ha sido relacionada con factores para el
desarrollo y progresion del cancer. Con este proyecto se encontraria una asociacion entre la
sobreexpresion o subexpresion de miRNAs especificos y el riesgo de afeccion ganglionar
microscopica y recurrencia en estadios tempranos de cancer cervicouterino de manera
precoz. De identificarse un grupo de miRNAs asociados a afeccion ganglionar y otro a
recurrencia, se podran generar estudios de seguimiento, haciendo posible individualizar el
uso de métodos diagnosticos y/o del tratamiento a estos grupos particulares de pacientes, ya
sea limitando los procedimientos quirurgicos o agregando tratamiento adyuvante en forma

mas temprana.
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VIL. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

(Existe un perfil de miRNAs asociado a la afeccion ganglionar oculta en pacientes con

CaCU en etapas tempranas tratadas quirurgicamente inicialmente?

(Existe un perfil de miRNAs asociado a la recurrencia en pacientes con CaCU en etapas

tempranas tratadas quirdrgicamente inicialmente?
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VIIL. HIPOTESIS

Existe un perfil de expresion de miRNAs especifico asociado a la afeccion ganglionar en
pacientes con CACU en etapas tempranas tratadas inicialmente con histerectomia radical y

LPB.

Existe un perfil de expresion de miRNAs especifico asociado a la recurrencia en pacientes

con CACU en etapas tempranas tratadas inicialmente con histerectomia radical y LPB.
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IX. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general

Identificar un perfil de expresion de miRNAs asociado a la afeccion ganglionar en

pacientes con CaCU en estadios tempranos tratados quiriirgicamente.

Objetivos particulares

1.

Obtener el perfil de expresion de miRNAs en un grupo de muestras de pacientes con
CaCU en etapas tempranas tratados quirdrgicamente.

Identificar el perfil de expresion de miRNAs con afeccion ganglionar microscopica.
Comparar los perfiles de expresion entre pacientes con afeccion ganglionar y sin
afeccion ganglionar en pacientes con CaCU en estadios tempranos tratados
quirargicamente.

Identificar los miRNAs asociados a afeccion ganglionar en pacientes con CaCU en
estadios tempranos tratados quirdrgicamente.

Obtener los riesgos de presencia de los miRNAs escogidos en pacientes con CaCU

en estadios tempranos con afeccion ganglionar tratados quirurgicamente.

Objetivos secundarios

1.

Identificar el perfil de expresion de miRNAs de un grupo de pacientes con CaCU en
etapa temprana tratados quiriirgicamente que presentaron recurrencia.
Conocer las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes con CaCU en etapas

tempranas tratadas quirdrgicamente.
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X. MATERIAL Y METODOS

Diseiio de investigacion

Se trata de un estudio exploratorio.

Universo a estudiar y tamaifio de muestra

Grupos de estudio

Pacientes con
diagnostico de
CaCU

Pacientes con
EC Ibl-Ilal
tratadas con
HR + LPB
L !
Grupo 2
Grupo 1 Pacientes sin Grupo 3
Pacientes afeccion Pacientes
con afeccion ganglionar y con
ganglionar sin recurrencia
(n=12) recurrencia (n=7)
(n=13)

El grupo 1y el grupo 2 fueron pareados por edad, tercio de invasion al estroma
y presencia de permeacion linfovascular.
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Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra se definid con base en la formula:

n= ZPQ (Zalfa+Zbeta)2
(p2-p1)’

pl: sobrevida con afeccion ganglionar. 32.4%
p2: sobrevida sin afeccion ganglionar. 80.3%
P=(p2-p1)/2

Q=1-P

Zafa= 1.96 para 95% de seguridad

Zbeta = 0.84 para potencia del 80%

Tamano de muestra deseada es de 57 casos para el grupo 1 y 3

Muestra final

Sin embargo, el tamafo de muestra final fue de 12 pacientes con afeccion
ganglionar de los cuales 2 presentaron recurrencia, 5 pacientes con recurrencia sin
afeccion ganglionar y 13 pacientes controles que se pudieron parear con el grupo 1
(con afeccion ganglionar). Esta muestra fue definida segin la cantidad de
expedientes y muestras viables del Instituto Nacional de Cancerologia asi como por
los recursos econdmicos disponibles. Con esta muestra, la precision Za. del estudio

es de 70.5%.

Criterios de inclusion
J Pacientes con diagnostico de CaCU confirmado histologicamente.
. Pacientes en etapas tempranas (IB1 y IIA) y operadas de histerectomia

radical con linfadenectomia pélvica bilateral.

28



Criterios de exclusion

. Pacientes con tumores malignos con dobles primarios.

. Pacientes que no hayan recibido el tratamiento estandar.

. Pacientes con muestras de parafina de mala calidad.

J Pacientes con seguimientos menores de 24 meses posteriores a finalizar
tratamiento.

Criterios de eliminacion

. Pacientes con muestras procesadas de forma incorrecta.

. Pacientes que han abandonado el tratamiento.

. Pacientes con expedientes incompletos.

o Muestras de calidad o cantidad inadecuadas de miRNAs para su

procesamiento en el microarreglo.

Obtencion de expedientes

Los expedientes se obtuvieron de la base de datos del archivo electronico del Instituto
Nacional de Cancerologia del departamento de Ginecologia Oncoldgica entre enero del
2006 y diciembre del 2013. Se realizé una recoleccion de los expedientes que cumplieron
con las caracteristicas descritas en los criterios de inclusion obteniendo un total de 255
expedientes. De estos se seleccionaron las pacientes para crear los 2 grupos iniciales del

estudio:
e Grupo 1: pacientes con CaCU con etapas IB1 o IIA1l y que fueron sometidas a
histerectomia radical con LPB y que presentaron afeccion ganglionar oculta

diagnosticada por patologia.

e Grupo 2: pacientes con CaCU con etapas IB1 o IIA1 que fueron sometidas a

histerectomia radical con LPB que no presentaron afeccion ganglionar, pareados por

29




edad y por caracteristicas patologicas (tamafo de tumor y presencia de permeacion

linfovascular) con el grupo 1.

Adicionalmente, para los objetivos secundarios se identificd un tercer grupo (pacientes con

recurrencia):

e Grupo 3: pacientes con CaCU con etapas IB1 o IIA1, que fueron sometidas a
histerectomia radical con LPB, y que presentaron recurrencia en un periodo de

minimo 6 meses.

Posteriormente se realizd una base de datos con las caracteristicas clinicas y patologicas de
cada uno de los expedientes y nimeros de idenficiacion de patologia para la obtencion de
los bloques de parafina del sitio del tumor primario (cérvix). Se corrobord por un patdlogo
oncologo que los bloques de parafina tuvieran tumor por medio de revision de laminillas
tefiidas con hemtoxilina y eosina. De estos bloques de parafina se realizaron al menos 5
cortes de por lo menos 10 micras cada uno y que fueron las mas representativas para la

realizacion de las extracciones del RNA.

Metodologia en laboratorio

Se procedi6 a la extraccion del RNA a partir de los tumores cervicales mediante el “método
del TRIzol”, empleando perlas de porcelana MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostic
Cat. # 03358941001), en el equipo MagNA Lyser Instrument (Roche Diagnostics Cat. #
14082) para la homogenizacion del tejido cervical. Posteriormente, se purifico el RNA total
pasandolo a través de las columnas RNeasy Mini Spin Columns de Qiagen (Qiagen RNeasy

mini Kit Cat. # 74104) de acuerdo a las condiciones del fabricante.

En seguida se realiz6 la verificacion de la fraccion de miRNAs en los RNAs extraidos, por
medio de un enriquecimiento de RNAs menores de 200 nucledtidos utilizando el kit
comercial mirVana miRNA isolation kit (Ambion Cat. #PN 1560M) tomando como

controles las cadenas de RNAs RNU6b y miR-1 para establecer que el ARN extraido fuera
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de adecuada cantidad y calidad para su manejo posterior. Las muestras que no cumplieran

con los requerimientos del fabricante fueron descartadas.

De las muestras que tuvieron una adecuada cantidad y calidad de RNA total se realizo la
identificacion del perfil de expresion global de miRNAs. La identificacion del perfil de
expresion global de miRNAs se realizo empleando el microarreglo GeneChip miRNA 3.0
Array de Affymetrix (Cat. 902018), cuantificando la expresion de 1733 miRNAs maduros,
para la identificacion de los posibles marcadores moleculares para afeccion ganglionar y
recurrencia. El microarreglo cuenta con una reproducibilidad > 95% con un 85% de
deteccion de los trasncritos con una cantidad de al menos 1 amol. Se considerd
sobreexpresado un gen cuando se detectdé con una cantidad menor de 35 ciclos de
amplificacion; y subexpresado cuando se detectd con mas de 35 ciclos. A partir de los datos
de expresion obtenidos para cada miRNA, se realizaron los analisis de agrupamiento
jerarquico y un mapa de calor, realizando andlisis de semejanzas y diferencias de
componentes principales seguido de una prueba de t-student, seleccionando los microARNs
con valor estadistico de p<0.01 y con una tasa de cambio mayor o menor a 1.5 veces de la

media de la firma en la sobreexpresion o subexpresion respectivamente.

Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion de los
datos de acuerdo a la distribucion de los mismos. La distribucion de las variables se analizo
con la prueba de Shapiro-Wilk. En el caso de las variables categoricas se utilizo frecuencias
absolutas y frecuencias relativas. En el caso de las variables continuas con distribucion no
normal se us6 mediana y valor intercuarticular, y para las distribuciones continuas se uso
media y desviacién estandar. Las comparaciones entre los grupos se realizd con X? de
Pearson o exacta de Fisher en el caso de las proporciones; las comparaciones de las
concentraciones de las variables continuas se realizd con la prueba de t student para los
grupos independientes en el caso de que las distribuciones normales o con prueba de U de
Mann-Whitney si la distribuciéon no era normal. Para la realizacion de las razones de

momios, se seleccionaron los miRNAs del microarreglo que tuvieran un valor estadistico
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de p<0.01 y que tuvieran un doble cambio en la sobreexpresion o subexpresion, tanto para
el grupo de afeccion ganglionar, como para el grupo de recurrencias. Se dicotomizo la
expresion dependiendo de la media de sobreexpresion o subexpresion para realizar razones
de momios y establecer los riesgos. El andlisis estadistico se realizd con el programa de
STATA 14.1 y se considero significativo un valor p < 0.05. El apoyo financiero fue a través
de la red tematica del Colegio Mexicano para la Investigacion del Cancer de CONACYT
(No. 271928)

Variables
e Edad (variable cuantitativa discreta)
e Etapa clinica: IB1/IIA1/IIB (variable nominal)
e IMC (variable cuantitativa discreta)
o IMC2: <25/25.1-30/> 30 (variable nominal)
e Estudio de imagen: si/no (variable dicotomica)
e Cx: HR2/HR3 (variable dicotomica)
e Tiempo de cirugia en minutos (variable cuantitativa discreta)
e Sangrado durante cirugia (variable cuantitativa discreta)
e Complicaciones transoperatorias: si/no (varible dicotomica)
e Dias de estancia intrahospitalaria (variable cuantitativa discreta)
e Complicaciones tardias: si/no (variable dicotomica)
e Tipo de adyuvancia: ninguno/RT/QTyRT (variable nominal)
e Tipo de quimioterapia: Cisplatino/gemcitabina/ninguno (variable nominal)
e Recurrencia: ninguna/local/regional/distancia (variable nominal)
e Histologia: Epidermoide/adenocarcinoma/adenoescamoso/otros  (variable
cualitativa nominal)
e Tamafio de tumor en mm (variable cuantitativa continua)
e Tercios del estroma afectados: 1/3,2/3,3/3 (variable nominal)
e Permeacion linfovascular: presente/ausente (variable cualitativa dicotomica)
¢ Invasion estromal: positiva/negativa (variable cualitativa dicotomica)

e Margenes: positivos/negativos (variable cualitativa dicotdmica)
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Parametrios: positivos/negativos (variable cualitativa dicotémica)
Afeccion ganglionar: presente/ausente (variable cualitativa dicotdmica)
Numero de ganglios resecados (variable cuantitativa discreta)

Perfil de miARN especificos (variable cualitativa nominal)
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XI. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue aprobado por el Comité de Investigaciéon y Etica del Instituto Nacional de

Cancerologia con el numero de referencia INCAN/CI/248/15

Proceso de obtencion de muestras

Las muestras de bloques de parafina se obtuvieron del archivo de muestras del

Departamento de Patologia, con previo permiso del Comité de Investigacion y Etica

del Instituto Nacional de Cancerologia.

Proceso de obtencion del consentimiento informado

No aplica ya que se utilizaran muestras del archivo tanto clinico como de patologia,

lo cual hace que el proyecto sea de nulo riesgo para los pacientes. En todo momento

se mantendra la confidencialidad de los datos de los individuos incluidos en el

analisis y en las futuras publicaciones de los resultados.

Acuerdos para indemnizacion a los pacientes participantes por dafios potenciales

derivados del estudio

No aplica ya que se trata de un estudio retrospectivo.

Ingresos para investigadores:

No existen ingresos, es un protocolo de iniciativa de los investigadores

El estudio se condujo de acuerdo con lo sefialado en:

SI NO
- Declaracion de Helsinki
- Buenas Practicas Clinicas X
. X
- Normas establecidas en la Ley General de Salud.
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XII. RESULTADOS

Se revisaron un total de 255 expedientes de pacientes que se les hizo histerectomia con
linfadenectomia pélvica bilateral entre enero del 2005 y diciembre del 2013. De estos, 22
pacientes presentaron afeccion ganglionar en el reporte final de patologia. Se buscaron 22
pacientes que pudieran ser pareados por edad, tercio de invasion al estroma cervical y por
permeacion linfovascular. Adicionalmente se obtuvieron 12 expedientes extra que
presentaron recurrencia. De los 56 expedientes totales se eliminaron 26 (46%) expedientes
debido a que las muestras no cumplieron con los requerimientos de calidad para ser
procesadas en los microarreglos, obteniendo un total de 30 bloques de parafina para su

procesamiento final en laboratorio.

Para el grupo 1 (afeccion ganglionar) se seleccionaron 12 pacientes de los cuales 2
presentaban recurrencia, para el grupo 2 (sin afeccion ganglionar o recurrencia) se
seleccionaron 13 pacientes, y para el grupo 3 (con recurrencia) se seleccionaron 7

pacientes. Las pacientes del grupo 1 y 3 no fueron mutuamente excluyentes.

Grupo 1 Grupo 3 Grupo 2
Con afeccion ganglionar  Con recurrencia Sin afeccion ganglionar ni recurrencia
n=12 n=7 n=13

(-G

Caracteristicas clinicas de la poblacion general (tabla 4)

La media de edad de todas las pacientes fue de 55.27 (desviacion estandar [DE] 9.4) afios.
Para la etapa clinica, 1 (3.33%) fue 1a2, 27 (90%) Ib1 y 2 (6.67%) Ilal. La media de indice
de masa corporal (IMC) fue de 29.27 (DE 3.9). A 11 (36.67%) pacientes se realizd un

estudio de imagen. En 13 (43.33%) pacientes se realizd una histerectomia radical tipo 2, y
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en el resto una tipo 3. La mediana de tiempo quirurgico fue de 240 (rango intercuartilar
[RIC] 210-325) minutos, mientras que la mediana de sangrado fue de 600 (RIC 400-800)
centimetros cubicos. En 3 (10%) pacientes hubo complicaciones intraoperatorias, mientras
que en 7 (23.33%) complicaciones tardias. A 25 (83.33%) pacientes se les dio adyuvancia,
de las cuales 13 (43.33%) recibieron radioterapia y 12 (40%) radioterapia y quimioterapia
concomitante; el resto no recibieron adyuvancia (N=5). En cuanto a la recurrencia, 7
(23.33%) pacientes presentaron algin tipo de recurrencia, siendo 4 locales, 1 regional y 2 a

distancia.

Tabla 4. Caracteristicas generales clinicas y de tratamiento de las
pacientes con CaCU en etapas tempranas operadas de HR con LPB.
N=30 (100)

Edad 55.27+9.4
Etapa

a2 1(3.33)

Ibl 27 (90.0)

[al 2 (6.67)
IMC 29.27+3.9
IMC2

<25 7 (23.33)

25.1-30 9 (30.00)

> 30 14 (46.67)
Adyuvancia 25 (83.33)
Tipo de adyuvancia

Ninguno 5(16.67)

RT o BT 13 (43.33)

QT/RT 12 (40.0)
Tipo de QT

CDDP 6 (20.00)

GMZ 6 (20.0)

Ninguno 18 (60.00)
Tipo de recurrencia

Ninguna 23 (76.67)

Local 4(13.33)

Regional 1(3.33)

Distancia 2 (6.67)
CaCU: Cancer cervicouterino, HR: histerectomia radical, LPB:
linfadenectomia pélvica bilateral, IMC: indice de masa corporal, RT:
radioterapia externa y braquiterapia, BT: so6lo braquiterapia, QT/RT:
quimioterapia y radioterapia concomitante y braquiterapia, CDDP:
cisplatino, GMZ: gemcitabina.
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Caracteristicas patologicas de la muestra (tabla 5)

En 22 (73.33%) pacientes la histologia fue epidermoide, 4 (13.33%) adenocarcinoma y 4
(13.33%) adenoescamoso. En 1 (3.33%) paciente se diagnostico grado 1, mientras que en
16 (53.33%) y en 13 (43.33%) fueron grados 2 y 3, respectivamente. En 24 (80%) pacientes
hubo permeacion linfovascular. La mediana de profundidad de invasion fue de 11 (RIC 8-
15) milimetros. En cuanto al tercio de invasion del estroma, 5 (16.67%) presentaron un
tercio de invasion, mientras que en 5 (16.67%) y en 20 (66.67%) presentaron dos tercios y
tres tercios, respectivamente. La media de tamafio tumoral fue de 26.89 (DE 11.26)
milimetros. En 8 (26.67%) pacientes hubo margenes positivos, 5 (16.67%) parametrios

afectados y 12 (40%) afeccion ganglionar.

Tabla 5. Caracteristicas generales histopatoldgicas de las pacientes con
CaCU en etapas tempranas operadas de HR con LPB.
N=30 (100)

Afeccion ganglionar 12 (40.00)
No. ganglios resecados 21.93+8.22
Grado

1 1(3.33)

2 16 (53.33)

3 13 (43.33)
PLV 24 (80.00)
Profundidad de invasién en mm 11 (8-15)
Tercios

1/3 5(16.67)

2/3 5(16.67)

373 20 (66.67)
TT en mm 26.89+11.26
Margenes positivos 8 (26.66)
Parametrios positivos 5(16.67)
CaCU: Cancer cervicouterino, HR: histerectomia radical, LPB:
linfadenectomia pélvica bilateral, PLV: permeacion linfovascular, TT:
tamafio tumoral en mm, No: nimero.

Comparacion de caracteristicas clinicas entre pacientes con afeccion ganglionar y el

grupo control (tabla 6 y 7).
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En cuanto a las variables clinicas y de tratamiento, se encontr6 una diferencia significativa
en cuanto al tipo de adyuvancia (p=0.02) y el tipo de quimioterapia (p=0.01) (tabla 6). En
cuanto a las variables patologicas, hubo una diferencia significativa en cuanto a la afeccion
ganglionar (p<0.001) y la profundidad de invasioén (p=0.04) (tabla 7). No se encontr6 una
diferencia estadisticamente significativa en el resto de las variables clinicas, de tratamiento

e histopatologicas.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y de tratamiento de las pacientes con afeccidon ganglionar y sin afeccion
ganglionar.

Afeccion ganglionar Sin afeccion ganglionar P
N (%) 12(48) 13 (52)
Edad 54.92+8.89 54.85+10.80 0.98
Etapa
a2 0(0.0) 1(7.7)
Ibl 12 (100.0) 10 (76.9)
[al 0(0.0) 2 (15.4)
IMC 28.8242.69 30.36+4.23 0.34
IMC2
<25 3 (25.00) 3(23.08) 0.67
25.1-30 4 (33.33) 2 (15.38)
> 30 5(41.67) 8 (61.54)
Tipo de adyuvancia
Ninguno 0 (0.00) 4 (30.77) 0.02
RT o BT 4 (33.33) 7 (53.84)
QT/RT 8 (66.67) 2 (15.38)
Tipo de QT
Ninguno 6 (50.0) 11 (84.62) 0.01
CDDP 3 (25.0) 0(0.0)
GMZ 3 (25.0) 2 (15.38)
Tipo de recurrencia
Ninguna 10 (83.33) 13 (100) 0.22
Local 1(8.33) 0(0.0)
Regional 0(0.0) 0(0.0)
Distancia 1(8.33) 0(0.0)

IMC: indice de masa corporal, RT: radioterapia externa y braquiterapia, BT: s6lo braquiterapia, QT/RT:
quimioterapia y radioterapia concomitante y braquiterapia, CDDP: cisplatino, GMZ: gemcitabina.
Se uso X2 para la comparacion de las variables
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Tabla 7. Caracteristicas histopatologicas de las pacientes con afeccion ganglionar y sin afeccion ganglionar

Con afeccion ganglionar Sin afeccion ganglionar p

N (%) 12 (48) 13 (52)
Histologia

Epidermoide 8 (66.67) 10 (76.92) 0.57

Adenocarcinoma 3 (25.00) 1(7.69)

Adenoescamos 1(8.33) 2 (15.38)
Grado 0.90

1 0(0.0) 1(7.69)

2 7 (58.33) 7 (53.85)

3 5(41.67) 5(38.46)
PLV 11 (91.67) 10 (76.92) 0.33
Profundidad de invasiéon en mm 15 (10.5-17) 10 (7-11) 0.04
Tercios

1/3 1(8.33) 3 (23.08) 0.83

2/3 2 (16.67) 2 (15.38)

3/3 9 (75.00) 8 (61.54)
TT en mm 30.75+9.55 25.23+12.07 0.22
Margenes positivos 3 (25.00) 3 (23.08) 0.90
Parametrios positivos 4 (33.33) 1(7.69) 0.16
No. ganglios resecados 20 (17.5-29) 19 (12-28) 0.46
Afeccion ganglionar 12 (100.00) 0 (0.0) <0.001

PLV: permeacion linfovascular, TT: tamafio tumoral en mm, No: numero.
Se uso X2 para la comparacion de las variables

Perfil de miRNAs seleccionados asociados con afeccion ganglionar (figura 1 y tabla 8)

Se encontraron 56 miRNAs que tuvieron una expresion estadisticamente significativa y se
agruparon en un mapa jerarquico (figura 1). De estos, se seleccionaron por tener un p<0.01
y que fueran los que tuvieran mayor tasa de cambio (Fold Change [FC]) (Tabla 8) los
siguientes miRNAs: miR-487b, miR-194, miR-34c-5p, miR-29b-2-star, miR-195, miR-
92b-star, miR-564, miR-483-5p, miR-4534, miR-548ac. De estos, miR-487b (FC: -3.269,
p=0.00038), miR-194 (FC: -2.83, p=0.0065), miR-34c-5p (FC=-2.4643, p=0.0088), miR-
29b-2-star (FC=-2.293, p=0.00714) y miR-195 (FC: -2.068, p=0.0011) presentaron
subexpresion. Los miRNAs sobreexpresados fueron miR-548ac (FC: 2.743, p=0.0003),
miR-4534 (FC: 2.479, p=0.0014), miR-483-5p (FC:2.2159, p=0.00196), miR-564 (FC:
2.0728, p=0.00623), miR-92b-star (FC: 1.8276, p=0.005) (Tabla 8).
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Figura 1. Heat Map de los miRNAs estudiados en las pacientes con cancer cervico uterino
comparando las pacientes con afeccion ganglionar y sin afeccion ganglionar.

Tabla 8. Perfil de miRNAs asociados a afeccion ganglionar en pacientes con CaCU en etapas tempranas

tratadas con HR y LPB.

MicroRNA logFC Expresion t Valor p Fold change
miR-487b -1.709095584 4.968114099 -4.094644184 0.000383725 -3.269557928
miR-194 -1.505449985 5.877174174 -2.965850414 0.006521666 -2.839132115
miR-34c-5p -1.30121818 3.080217223 -2.837676216 0.008848497 -2.464368807
miR-29b-2-star -1.197342786 4.482610916 -2.927967371 0.007140576 -2.293169167
miR-195 -1.048421405 10.25850899 -3.675365904 0.001124426 -2.068265515
miR-92b-star 0.869963448 6.399097627 3.074873799 0.005013234 1.827616595
miR-564 1.051584527 3.327330169 2.984313132 0.006238891 2.072805182
miR-483-5p 1.147903266 4.765735858 3.454773384 0.001962294 2215916111
miR-4534 1.310018758 4.499945637 3.569552397 0.001470073 2.479447637
miR-548ac 1.455791982 4.336457259 4.140327402 0.000340988 2.743071034

CaCU: cancer cervico uterino, HR: histerectomia radical, LPB: lifadenectomia bilateral, miR: miRNA, t: t

student.
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Razones de momios de los miRNAs seleccionados en asociacion con afeccion

ganglionar (tabla 9)

Se determind la asociacion de los miRNAs con la afeccion ganglionar en comparacion con
el grupo control por medio la estimacion de razones de momios (OR). En los miRNAs
sobreexpresdos, se encontrd una asociacion estadisticamente significativa en miR-92b-star
(75% vs 30.77%; OR 6.74 1C95% 1.16-39.20, p=0.033), miR-483-5p (75% vs 23.08%; OR
10 IC 95% 1.59-62.73, p=0.014), miR-4534 (83.33% vs 23.08%; OR 16.67 IC 95% 2.27-
122.12, p=0.006) y el miR-548ac (83.33% vs 15.38%; OR 27.5 IC 95% 3.24-233.47,
p=0.002).

Tabla 9. Analisis bivariado de los miRNAs asociados a la afeccion ganglionar en pacientes con CaCU en
etapas tempranas tratadas con HR y LPB.

Con afeccion Sin afeccion OR (IC95%) p

ganglionar ganglionar
N (%) 12 (48) 13 (52)
miR-487b* 11 (91.67) 2 (15.38) 60.5 (4.76-768.49) 0.002
miR-194* 7 (58.33) 5(38.46) 2.24 (0.45-11.11) 0.32
miR-34c¢-5p* 9 (53.85) 7 (53.85) 2.57 (0.47-14.10) 0.28
miR-29b-2-star* 7 (58.33) 2 (15.38) 7.7 (1.16-51-17) 0.035
miR-195* 11 (91.67) 4 (30.77) 24.74 (2.33-262-58) 0.008
miR-92b-star** 9 (75.00) 4 (30.77) 6.74 (1.16-39.20) 0.033
miR-564%%* 7 (58.33) 5(38.46) 2.24(0.45-11.11) 0.324
miR-483-5p** 9 (75.00) 3 (23.08) 10 (1.59-62.73) 0.014
miR-4534** 10 (83.33) 3 (23.08) 16.67 (2.27-122.12) 0.006
miR-548ac** 10 (83.33) 2 (15.38) 27.5 (3.24-233.47) 0.002

CaCU: cancer cervico uterino, HR: histerectomia radical, LPB: lifadenectomia bilateral, OR: Odd ratio, miR:
micro RNA, IC: intervalo de confianza.

*miRNAs subexpresados

** miRNAs sobreexpresados

En cuanto a los miRNAs subexpresados, los que tuvieron una asociacion estadisticamente
significativa en pacientes con afeccion ganglionar en comparacioén con los controles fueron
miR-487b (91.67% vs 15.38%, OR 60.5 IC 95% 4.76-768.49, p=0.002), miR-29b-2-star
(58.33% vs 15.38%; OR 7.7 IC 95% 1.16-51.17, p=0.035) y miR-195 (91.67% vs 30.77%;
OR 24.74 1C 95% 2.33-262.58, p=0.008).
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Comparacion del grupo de pacientes con recurrencia (tablas 10 y 11).

Las pacientes que presentaron recurrencia tuvieron una media de edad de 59.14 (DE 9.77)
afios y de IMC de 27.85 (DE 3.53). En cuanto al tipo de adyuvancia, 1 (14.29%) no recibid,
2 (28.57%) recibieron radioterapia y 4 (57.14%) quimioterapia y radioterapia concomitante.
Para el tipo de recurrencias, 4 (57.14%) fueron locales, 1 (14.29%) regional y 2 (28.57%) a
distancia. Para los tercios de invasion del estroma cervical, 1 (14.29%) tuvo un tercio de
invasion, 1 dos tercios y 5 (71.43%) tres tercios. Cinco (71.43%) pacientes presentaron
permeacion linfovascular, 3 (42.86%) margenes positivos, 2 (28.57%) presentaron afeccion
ganglionar y 1 (14.29%) parametrios afectados. No hubo diferencias estadisticamente
significativas en las caracteristicas clinicas, de tratamiento e histopatologicas entre las

pacientes en quienes hubo recurrencia y aquellas que no (tabla 10 y 11).

Tabla 10. Caracteristicas clinicas y de tratamiento de las pacientes con recurrencia y sin recurrencia.

Con recurrencia Sin recurrencia P
N (%) 7 (35) 13 (65)
Edad 59.14+9.77 54.85+10.80 0.39
Etapa
a2 0(0.0) 1(7.69) 0.68
Ibl 7 (100.0) 10 (76.92)
ITal 0(0.0) 2 815.38)
IMC 27.85+3.53 30.36+4.23 0.19
IMC2
<25 2 (28.57) 3 (23.08)
25.1-30 3 (42.86) 2 (15.38)
>30 2 (28.57) 8 (61.54)
Tipo de adyuvancia
Ninguno 1 (14.29) 4 (30.77) 0.34
RT o BT 2 (28.57) 7 (53.84)
QT/RT 4 (57.14) 2 (15.38)
Tipo de QT
Ninguno 3 (42.86) 11 (84.62) 0.16
CDDP 1 (14.29) 0(0.0)
GMZ 3 (42.86) 2 (15.38)

IMC: indice de masa corporal, RT: radioterapia externa y braquiterapia, BT: s6lo braquiterapia, QT/RT:
quimioterapia y radioterapia concomitante y braquiterapia, CDDP: cisplatino, GMZ: gemcitabina.
Se utilizé X? para la comparacion de las variables
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Tabla 11. Caracteristicas histopatologicas de las pacientes con recurrencia y sin recurrencia.

Con recurrencia Sin recurrencia p

N(%) 7 (35) 13 (65)
Histologia

Epidermoide 5(71.43) 10 (76.92) 0.90

Adenocarcinoma 1(14.29) 1(7.69)

Adenoescamos 1(14.29) 2 (15.38)
Grado

1 0(0.0) 1(7.69) 0.77

2 3 (42.86) 7 (53.85)

3 4 (57.14) 5(38.46)
PLV 5(71.43) 10 (76.92) 0.59
Profundidad de invasion en mm 13 (5-15) 10 (7-11) 0.58
Tercios

1/3 1 (14.29) 3 (23.08) 0.92

2/3 1 (14.29) 2 (15.38)

3/3 5(71.43) 8 (61.54)
TT en mm 24.23+£24.09 25.23+12.07 0.86
Margenes positivos 3 (42.86) 3 (23.08) 0.61
Parametrios positivos 1(14.29) 1(7.69) 0.97
No. ganglios resecados 20 (19-23) 19 (12-28) 0.58
Afeccion ganglionar 2 (28.57) 0 (0.0) 0.11

PLV: permeacion linfovascular, TT: tamafio tumoral en mm, No: nimero, NS: no significativo.
Se utilizé6 X2 para la comparacion de las variables

MiRNAs asociados con recurrencia (Figura 2 y tabla 12).

En el perfil de expresion de miRNAs asociados a recurrencia se encontraron 25 que
tuvieron un valor estadisticamente significativo y se agruparon en un mapa jerarquico
(figura 2). De estos, se seleccionaron por tener un p<0.01 y que fueran los que tuvieran
mayor tasa de cambio (Fold Change [FC]) (Tabla 9) los siguientes miRNAs: miR-3613-5p,
miR-4722-5p, miR-4482, let-7e-star, miR-136-star, miR-331-3p, miR-424-star, miR-432,
miR-503 y el miR-542-5p. Los miRNAs subexpresados fueron miR-331-3p (FC -2.0841,
p=0.0062), miR-424-star (FC -3.044, p=0.0056), miR-432 (FC -3.2206, p=0.0025), miR-
503 (FC -3.2206, p=0.00423) y el miR-542-5p (FC -3.2889, p=0.00384). Los miRNAs
sobreexpresados fueron miR-3613-5p (FC 7.025, p=0.00176), miR-4722-5p (FC 1.5237,
p=0.00567), miR-4482 (FC 1.5147, p=0.00052), let-7e-star (FC 1.2744, p=0.00349) y el
miR-136-star (FC 1.2707, p=0.00517).
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Figura 2. Heat Map de los miRNAs estudiados en las pacientes con cancer cervico uterino
comparando las pacientes con recurrencia y sin recurrencia.

Tabla 12. Perfil de Mirnas seleccionado asociado a recurrencia en pacientes con CaCU en etapas tempranas

tratadas con HR y LPB.

MicroRNA logFC AveExpr t P.Value Fold change
miR-3613-5p 2.812514176  2.726323291 3.601648324  0.001759586  7.025077671
miR-4722-5p 0.607579679  2.427019598  3.093770914  0.005678511 1.523700844
miR-4482 0.599028577  2.103641284  4.121178191  0.000520698 1.514696319
let-7e-star 0.349860767  1.690984578  3.306186896  0.003491466 1.274437626
miR-136-star 0.345660794  1.710344251 3.134888241  0.005170934 1.27073288
miR-331-3p -1.059428756  5.440752353  -3.053560037  0.006221409  -2.084106143
miR-424-star -1.606012187  5.940030247 -3.09434553  0.005671095  -3.044092476
miR-432 -1.61498546  5.265341195  -3.435167358 0.00259145  -3.063085123
miR-503 -1.687316964  6.640313289  -3.222227897  0.004234704  -3.220572041
miR-542-5p -1.717639377  4.905171859  -3.264736849  0.003840927  -3.288978044

CaCU: cancer cervico uterino, HR: histerectomia radical, LPB: lifadenectomia bilateral, miR: miRNA, t: t

student.

44




Razon de momios entre los miRNAs seleccionados (tabla 13)

En los miRNAs sobreexpresdos, se encontrd una asociacion estadisticamente significativa
con recurrencia en comparacion con el grupo control en miR-331-3p (85.71% vs 23.08%:
OR 19.99 IC 95% 1.68-238.36, p=0.018) y en el miR-542-5p (71.43% vs 23.08%, OR 8.3
IC 95% 1.03-67.14, p=0.047).

Tabla 13. Analisis univariado de los miRNAs asociados a recurrencia en pacientes con CaCU en etapas
tempranas tratadas con HR y LPB.

Con recurrencia Sin recurrencia OR (IC95%) P

N (%) 7 (35) 13 (65)

miR-331-3p* 6 (85.71) 3 (23.08) 19.99 (1.68-238.36) 0.018
miR-424-star* 5(71.43) 5(38.46) 4 (0.55-29.10) 0.171
miR-432* 4(57.14) 4(30.77) 3 (0.45-20.15) 0.258
miR-503* 6 (85.71) 6 (46.15) 7 (0.65-75.73) 0.109
miR-542-5p* 5(71.43) 3 (23.08) 8.3 (1.03-67.14) 0.047
miR-3613-5p** 3 (42.86) 0 (0.0) NA 0.010
miR-4722-5p** 4 (57.14) 2 (15.38) 7.33 (0.88-61.33) 0.066
miR-4482** 7 (100) 2 (15.38) NA <0.001
let-7e-star** 6 (85.71) 2 (15.38) 32.99 (2.45-443.59) 0.008
miR-136-star** 5(71.43) 2 (15.38) 13.75 (1.48-127.47) 0.021

CaCU: cancer cervico uterino, HR: histerectomia radical, LPB: lifadenectomia bilateral, OR: Odd ratio, miR:
micro RNA, IC: intervalo de confianza.

* miRNAs subexpresados

** miRNAs sobreexpresados

En cuanto a los miRNAs subexpresados, los que tuvieron una asociacion estadisticamente
significativa para recurrencia en comparacion con el grupo control fueron miR-3613-5p
(42.86% vs 0%, p=0.010), miR-4482 (100% vs 15.38%, p<0.001), let-7e-star (85.71% vs
15.38%; OR 32.99 IC 95% 2.45-443.59, p=0.008) y en miR-136-star (71.43% vs 15.38%,
OR 13.75 IC 95% 1.48-127.47, p=0.021).
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XIII. DISCUSION

La identificacion de un perfil de expresion de miRNAs asociados a afeccion ganglionar
oculta tiene importancia ya que permite conocer mejor la biologia de la enfermedad, y en
un futuro poder predecir que pacientes requerirdn un tratamiento mas agresivo, un
seguimiento mas estrecho y la identificacion de recurrencias en forma mas temprana. En
este estudio se pudo identificar un perfil de miRNAs asociado a afeccidon ganglionar en
pacientes con CaCU en etapas tempranas que presentan afeccion ganglionar oculta. De los
10 miRNAs escogidos para el perfil de expresion, 7 fueron los que tuvieron una asociacion

mas fuerte en comparacion con el grupo control (tabla 9).

De estos, la subexpresion del miR-195 tuvo un OR de 24.74 (p=0.008), encontrandose
subexpresado en el 92% de las pacientes con afeccion ganglionar en comparacion con el
31% del grupo control. Se ha visto, que cuando el miR-195 se encuentra sobreexpresado, se
relaciona con la inhibicion de la migracion, proliferacion e invasion en el CaCU.% DU et al.
encontrd que el miR-195 regula el ciclo celular en la transicion G1 a S, regulando a la baja
la expresion de CCND2 inhibiendo la proliferacion celular, asi mismo, disminuye la
expresion del factor de transcripcion MYB, relacionado con la migracion e invasion
celular.®® Li et al. demostré que el miRNA 195 estd subexpresado en lineas celulares HeLa
y SiHa de CaCU (p<0.0001); y que estd implicado en las via de sefalizacion DI,
sobrexpresandola y promoviendo la proliferacion celular e invasion.** Asi mismo, Zhou et
al. encontraron que el miR-195 estaba asociado a afeccion ganglionar (p=0.009), etapa
clinica (p=0.011), y a mayor afeccion al estroma cervical (p=0.03) en pacientes con CaCU;
y que estd asociada con la regulacion de la proteina Smad3, relacionada con la migracion y
proliferacion de células malignas en CaCU, asi como en otras neoplasias como cancer de

esofago y cancer de prostata.®®

La subexpresion del miR-487b estd fuertemente asociado (OR 60.5, p=0.002) con afeccion
ganglionar en este estudio. La subexpresion del miR-487b se ha relacionado con el CaCU
en algunos estudios, sin embargo, no hay mucha literatura al respecto; aunque se ha visto

mas una relacion con la progresion de tumores de tubo digestivo, neuroldgicos y
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adenocarcinomas de prostata y pulmén.*%¢6% En el estudio de Hata y colaboradores, se
describio el miRNA 487b como regulador negativo para la formacion de metdstasis

regulando el gen KRAS en céancer colorectal.®’

El miR-29b-2-star se encontr6 subexpresado en 58% de las pacientes con afeccion
ganglionar en comparacion con el 15% del grupo control (OR 7.7, p=0.035). Kinoshita et
al. describieron que la familia de miRNAs 29, entre los que se encuentran el miR-29a, miR-
29b y el miR-29c, estaban significativamente subexpresados en tumores con carcinoma, en
comparacion con tejidos sin tumor.”® En un metanalisis realizado por Qi y colaboradores se
describio que la subexpresion de la familia de los miRNAs 29 estd asociada en la SG (HR
1.57 IC 95% 1.18-2.08) y el PLE (HR 1.51, IC 95% 0.99-2.30).”! Adicionalmente, se ha
reportado que la familia miRNAs-29b estd asociado a la induccidén de la apoptosis por
medio de las vias de sefializacion Mcl-1, Bcl-2, AKT-2 y p53; asi como en la inhibicion de
la diseminacion metastéasica por las vias Mcl-1, MMP-2, SOCs-2 y GATA-3 entre otras.”
En cuanto a su relacion con el CaCU, se ha visto que la subexpresion de miR-29b tiene una
asociacion directa con la expresion de las proteinas E6 y E7 en pacientes infectadas con
VPH, modificando el ciclo celular por medio de las vias de CDK6 promoviendo la

malignizacion de las células epiteliales.”

En cuanto a los miRNAs sobre expresados, se encontrd que el miR-483-5p presentd una
sobreexpresion en un 75% el grupo de pacientes con afeccion ganglionar en comparacion
con el 23% del grupo control (OR 10, p=0.014). Nagamitsu et al. encontré6 que en
pacientes con CaCU, el miRNA 483-5p tenia un sobrexpresion, junto con otros 3, en
comparaciéon con las pacientes que no tenian CaCU, con un FC > 3.0 (p=0.01).”* Asi
mismo, Nishi encontré también que el miR-483-5p sérico estaba estadisticamente

sobreexpresado en 40 pacientes con CaCU en comparacion con 20 controles.”

La sobreexpresion del miR-4534 se encontr6 fuertemente asociada a la afeccion ganglionar
en pacientes con CaCU (OR 16.67, p=0.006). No se encontrd literatura de este miRNA
relacionado con CaCU, sin embargo, se encontrd su relacion con el cancer de prostata. En

el estudio de Nip et al. se encontré que el miRNA 4534 se encuentra sobreexpresado en un
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grupo de pacientes con carcinoma de prostata, asi mismo se describid que la expresion de
este miRNA ejerce un efecto oncogénico en la regulacion a la baja del gen supresor PTEN.
PTEN es un gen supresor tumoral critico relacionado con superviviencia, proliferacion,

migracion celular y angiogénesis por medio de la via PI3/Akt.”®

Por ultimo, otro miRNA sobreexpresado asociado a afeccion ganglionar fue el miR-548ac,
encontrandose sobreexpresado en 83% de las pacientes con afeccion ganglionar en

comparacion con el 15% del grupo control (OR 27.5, p=0.002).

Para la presencia de recurrencia, se encontrd un perfil de miRNAs especifico asociado a
esta. Entre los miRNAs que encontramos asociados a recurrencia y que estan descritos en
la literatura, estan el miR-331-3p, y el let-7e-star. En nuestro estudio se encontrd que la sub
expresion del miR-331-3p tiene un OR de 19.99 (p=0.018) de presentarse en pacientes con
recurrencia en comparacion con los controles. Fujii et al. describieron el papel de la
supresion del miR-331-3p en un modelo in vitro para el desarrollo, proliferacion y
diminucién de la apoptosis por medio de la via de NRP2 y p21.7” Asi mismo, el papel del
miR-331-3p se ha relacionado con la inhibicidn de la proliferacion celular y expresion de la
proteina E7, poniendo a este miRNA como un potencial blanco terapéutico.’® En cuanto a
la sobre expresion del miRNA let-7e-star, se encontré un OR de 32.99 (p=0.008) asociado a
recurrencia. Este miRNA estd descrito sobreexpresado en pacientes con CaCU en el estudio
de Zhang.” Adicionalmente, este miRNA se ha descrito en otras neoplasias como en el
adenocarcinoma de ovario y de sarcomas uterinos. Llama la atencion la expresion del
miRNA 3613-5p, el cual presenté un FC de 7.025 (p=0.00176), y que ninguna paciente del
grupo control tuvo expresion del miRNA en comparacion con el 43% del grupo de
recurrencia. Asi mismo, el miR-4482 se sobreexpresé en el 100% de la poblacion con
recurrencia, en comparacion con el 15% de los que no tuvieron recurrencia.
Adicionalmente encontramos los miRNAs miR-542-5p (OR 8.2, p=0.047) y el miR-136-
star (OR 13.75, p=0.021) asociados a recurrencia. El miR-542-5p se ha descrito como un
factor pronéstico negativo promoviendo la tumoregénesis en osteosarcoma;® y el miR-136-

star en adenocarcinoma de mama y de sistema nervioso central.8!8?
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El presente estudio cuenta con algunas deficiencias. Una de las principales debilidades de
este estudio es el tamafio de muestra pequefio. Las causas de esto se debe a que son etapas
tempranas, poco frecuentes en México y que la afecciéon ganglionar se presenta en menos
de un 15%. Adicionalmente, de las 255 pacientes en etapas tempranas, solo se pudieron
escoger 22 expedientes que presentaban afeccion ganglionar y que estaban completos con
la informacién requerida, de estos, unicamente 13 pacientes tuvieron un adecuado control
de calidad para poder extraer el ARN. Otra debilidad es que se trata de un estudio
retrolectivo. Adicionalmente, casi un 50% de las pacientes seleccionadas no tuvieron
muestras parafinadas de buena calidad, por lo que no pudieron ser ingresadas en el analisis
de microarreglos. Por ultimo, ain esta pendiente la segunda validaciéon por TR-PCR de
cada uno de los miRNAs seleccionados, asi como la busqueda de blancos moleculares por

medio de un analisis bioinformatico.

Entre las fortalezas se encuentran que es el primer estudio en poblacion mexicana que
analiza perfiles de expresion de miRNAs asociados a afeccion ganglionar y a recurrencia en
pacientes con CaCU en etapas tempranas, y que los grupos estan pareados por todas las
caracteristicas clinicas y patoldgicas, siendo grupos muy similares para la realizacion de las
comparacion de los perfiles de expresion de los miRNAs. Adicionalmente, hay que tomar
en cuenta que el perfil obtenido en las pacientes con afeccion ganglionar es muy diferente
al de las pacientes que presentaron recurrencia, que sugiere que puede haber otros factores

genéticos relacionados de forma muy particular con la recurrencia de estas pacientes.
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XIV. CONCLUSIONES

En nuestra poblacion, se encontré un perfil de miRNAs asociado a afeccion ganglionar en
pacientes con CaCu en etapas tempranas tratadas con histerectomia radical y LPB. De este
perfil los miRNAs sobreexpresados asociados fueron miR-92b-star, miR-483-5p, miR-4534
y miR-548ac; mientras que los miRNAs subexpresados fueron miR-487b, miR-29b-2-star y
miR-195. Algunos de éstos estan descritos en el desarrollo, proliferacion y migracion de
células malignas en CaCU, asi como en otras neoplasias malignas. Adicionalmente, se
describio otro perfil de expresion de miRNAs asociados a recurrencias. Este es un estudio
generador de hipotesis. Es indispensable la realizacion de estudios con un mayor nimero de
individuos con la neoplasia, prospectivos y que evallien estos perfiles como posibles
biomarcadores relacionados a afeccion ganglionar oculta o recurrencia en pacientes con

CaCuU en etapas tempranas.
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