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1. Resumen

Antecedentes: EI cancer epitelial de endometrio (CEE) es una neoplasia maligna originada
de las células epiteliales endometriales. Su incidencia va en aumento a nivel mundial, por el
incremento en la expectativa de vida. Entre los factores pronosticos mas importantes se
encuentra la histologia. Los miRNAs son secuencias de RNA de entre 20-25 &cidos nucleicos
que suprimen la trascripcion del RNA mensajero y que se relacionan fuertemente con la
biogénesis del cancer, particularmente con el CEE. Sin embargo, hay poca informacién en
relacién con los miRNAs vy las distintas histologias. El conocer los miRNAs asociados a
histologias de mal pronostico ayudaran en un futuro determinar potenciales biomarcadores o
blancos terapéuticos en las distintas histologias de los CEE.

Objetivo: Identificar un perfil de miRNAs asociado a cada una de las histologias en el CEE.
Métodos: Se realiz6 una fase de descubrimiento en una cohorte retrospectiva con bloques de
parafina de pacientes con CEE estratificados por histologias incluyendo carcinoma
endometrioide G1-2, carcinoma endometrioide G3, carcinoma seroso papilar, carcinoma de
celulas claras y carcinosarcoma. Se llevo a cabo miRNA-seq por medio de la plataforma
Illumina y se obtuvo un perfil de miRNA por cada histologia de CEE. En una segunda fase
de validacion se incluyeron mujeres mayores de 18 afios con diagnostico CEE identificadas
en el departamento de Ginecologia Oncologica del INCan de forma prospectiva. Las
muestras de tejido tumoral fueron recolectadas en el estudio transoperatorio de la
histerectomia realizada; posteriormente con gPCR se compararon las expresiones de los
miRNAs en las histologias de mal pronéstico. Se realizard analisis estadistico descriptivo
incluyendo de tendencia central. Se calculara la sobrevida global y la supervivencia libre de
enfermedad con método de Kaplan Meier y se comparara con prueba de log-rank. Se tomara
el valor p < 0.05 como significancia estadistica.

Resultados: Se identificd un perfil de expresion para cada histologia estudiada. Para el CEE
endometrioide G1-2 los miRNAs expresados que se seleccionaron para el perfil fueron
mMiRNA-379 (p<0.001), miRNA-455 (p<0.001) y el miRNA-542 (p<0.001); para
endometrioide G3 mMIRNA-187 (p<0.001), miRNA-582 (p<0.001) y el miRNA-675
(p<0.001); para el seroso papilar los miRNA-129-1 (p<0.001), miRNA196a-1 (p<0.001) y
mMiRNA-485 (p<0.001); para células claras los miRNA-99a (p<0.001), miRNA-100
(p<0.001) y miRNA-133a (p<0.001); finalmente, para el carcinosarcoma se identificaron
miRNA-139 (p<0.001), miRNA-143 (p<0.001) y miRNA-424 (p<0.001). En la etapa de
validacion con muestras independientes se identifico que el mMiRNA-424 estaba subexpresado
en carcinosarcoma en comparacion con tejido sano (p=0.044).

Conclusiones: Se identificaron un perfil de expresion de miRNAs para cada histologia del
CEE. En una validacion independiente se identificd que el miRNA-424 estaba subexpresado
en la histologia carcinosarcoma. Estos resultados pueden contribuir a la identificacion y
posteriormente a su validacion clinica de biomarcadores, asi como potenciales blancos
terapéuticos asociados en las vias de sefializacion en donde estan involucrados los perfiles de
miRNAs descritos.




2. Abreviaturas

CEE: céancer epitelial de ovario

FIGO: Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia

HR: Hazard Ratio

miRNA: microRNA

AGO: proteina tipo argonauta

RISC: Complejo de silenciamiento

isomiR: isoformas de miRNA

gRT-PCR: reaccion en cadena con polimerasa- transcriptasa reversa cuantitativa
IMC: indice de masa corporal

MAP2KZ1: quinasa quinasa especifica dual 1




3. Marco teorico
Introduccion

El cancer epitelial de endometrio (CEE) es una neoplasia maligna que se origina de las células
epiteliales endometriales. En México su incidencia es de 2,606 casos al afio siendo 2do
cancer ginecologico, con una mortalidad de 1,142 casos al afio, siendo 3ro cancer
ginecoldgico.? La incidencia de esta neoplasia va en aumento a nivel mundial, especialmente
debido tanto al aumento en la expectativa de vida como a la prevalencia de obesidad.® El
CEE representa el 90% de las neoplasias malignas de Gtero.*

El abordaje inicial es con una estadificacion quirdrgica y establecer posteriormente los
factores de riesgo de recurrencia para el tratamiento adyuvante.® El pronéstico de las paciente
con CEE dependeran de la histologia, la afeccion ganglionar, la presencia de permeacion
linfovascular, entre otros factores.® La histologia no endometrioide se considera uno de los
factores pronostico mas importantes y que se asocia a una diminucion en la supervivencia
libre de enfermedad y en la supervivencia global, siendo en etapas avanzadas menor al 50%.

A pesar de que las causas exactas de la carcinogénesis endometrial permanecen inciertas,
diversas mutaciones en genes, cambios epigenéticos y cambios post-trascripcionales han sido
descritos en lineas celulares y pacientes con CEE.! Dada la relacion de las distintos tipos
histoldgicos con la etapa de presentacion y la supervivencia de las pacientes con CEE, es
necesario encontrar biomarcadores, como los miRNAs, que predigan el curso clinico de la
enfermedad y detectar de forma temprana a aquellas pacientes con un fenotipo tumoral mas
agresivo.

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes de 22 nucleétidos con capacidad de inhibir
la expresion génica a través de la complementariedad de bases. Los miRNAS regulan a través
de este mecanismo post-transcripcional una gran variedad de procesos biolégicos como la
diferenciacion celular, la proliferacion celular y la apoptosis; y su expresion esta asociada a
diversos tipos de cancer.” En cancer de endometrio, ha sido posible determinar una
sobreexpresion de diversos miRNAs tales como miRNA-185, mi-RNA106a, miRNA-181a,
MiRNA-210, miRNA-423, miRNA-107, miRNA-let7c, miRNA-205; mientras que miRNA-
let7e, mMIRNA-152, miRNA-193, miRNA-204, miRNA-99b y miRNA-193b como
subexpresados.® El hallazgo de perfiles de miRNAs asociados a las histologias de mal
pronostico en el CEE pueden ayudar a crear lineas de investigacion que ayuden a predecir el
prondstico clinico, pruebas diagnosticas y blancos terapéuticos.




Céancer epitelial de endometrio

El CEE es una neoplasia maligna que se origina de las células epiteliales endometriales. En
México su incidencia es de 2,606 casos al afio, ubicandolo en el 2do céncer ginecoldgico,
con una mortalidad de 1,142 casos al afio, ubicandolo en el 3er cancer ginecoldgico.? La
incidencia de esta neoplasia va en aumento a nivel mundial, especialmente debido tanto al
aumento en la expectativa de vida como a la prevalencia de obesidad.® El CEE representa el
90% de las neoplasias malignas de utero.*

Definicion del cancer epitelial de endometrio

El CEE es una neoplasia maligna que se origina de las células epiteliales endometriales.! Es
una entidad muy frecuente en paises desarrollados, ocupando el primer lugar en incidencia
en cancer ginecoldgico.® Debido a que sus sintomas, como el sangrado transvaginal, aparecen
desde una etapa temprana, su tasa de curacion es relativamente frecuente, con un pronéstico
favorable en comparacién con otras malignidades.

Epidemiologia del cancer epitelial de endometrio

A nivel mundial la incidencia del CEE es de 382, 069 casos al afio, con una mortalidad de
89, 929 muertes al afio.!® Su incidencia y mortalidad se han incrementado 1.2% y 1.1%
respectivamente por afio entre el 2005 al 2014.%! Si se compara los paises de ingreso alto con
los de ingreso medio alto (como México) la incidencia anual es de 173,957 (2.4%) y 146,537
(2.1%) respectivamente; y la mortalidad anual es de 36,911 (1.3%) y 31,725 (0.74%)
respectivamente. En México ocupa el 4to lugar en incidencia en neoplasias malignas en la
mujer con un total de 7,266 (6.9%) casos, con una mortalidad de 1,128 casos al afio.? La
mediana de edad en que se diagnostica son los 61 afios y la mayoria de los casos ocurren en
mujeres entre los 50 y 69 afios de edad.'?> Noventa por ciento de los casos ocurren en mujeres
mayores de 50 afios.!3

Clasificacion histoldgica y molecular del cancer epitelial de endometrio

El CEE representa el 90% de las neoplasias malignas de Utero. La Organizacion Mundial de
la Salud, en su edicién del 2014, establece una clasificacidn basada en el subtipo histologico.
Entre éstos se encuentran el endometrioide puro (60-65%) con sus variedades como el
ciliado, secretor, villoglandular y con diferenciacion escamosa; y las histologias
desfavorables, que se consideran de alto grado, como el carcinoma seroso papilar (4.5%),
células claras (2.5%), el desdiferenciado y el mixto (0.04%).%* El subtipo endometrioide se
debe gradificar para establecer su prondstico. Su gradificacion se basa en el porcentaje del
patron de crecimiento no escamoso o so6lido no morular, siendo el grado 1 si existe <5%,
grado 2 con 6-50%, y grado 3 con >50%. Si hay atipia notable o arquitectura inapropiada o
histologias desfavorables se considera G3.15¢




Anteriormente Bokhman clasificaba en CEE segun las caracteristicas clinicas, patoldgicos y
moleculares en 2 subtipos (Tabla 1). El tipo | es el m&s comun, presentandose en un 80% y
estd asociado a exposicion de estrogenos, bajo grado (histologia endometrioide), mutaciones
PTEN, inestabilidad microsatelital. El tipo 1l no se relaciona con exposicion hormonal, y
generalmente son de alto grado (como el carcinoma seroso papilar) y presentan mutaciones

en p53.Y
Tabla 1. Cancer endometrial tipo 1 y Il
Tipo |
Impacto hormonal Dependiente de estrogenos
Subtipo histolégico Adenocarcinoma

endometrioide

Poblacién de pacientes Jovenes,
perimenopausicas

Distribucion 85%

Pronostico Bien diferenciado

Mutaciones genéticas KRAS, PTEN, MLH1

Tipo 1l

Independiente de estrogenos
Células claras, seroso-
papilar, carcinosarcoma de
atero

Ancianas, delgadas,
postmenopausicas

15%

Proporcionalmente  mayor
mortalidad

p53, erbB2

Se ha estudiado también las alteraciones genéticas asociadas al subtipo histoldgico,
asociando en la mayoria de los casos a mutaciones de p53 con los subtipos carcinoma serosos
papilar y carcinosarcomas, y la mutacion con PTEN, y alteraciones PIK3 con carcinomas tipo
endometrioides. En la tabla 2 se muestras las mutaciones mas frecuente asociadas por

histologia.
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Tabla 2. Mutaciones asociadas por el subtipo histoldgico en cancer epitelial de endometrio.*®

Histologia
Subtipo Bokhman
Mutacion TP53

Alteraciones PI3K

Mutacion KRAS
Alteraciones ERB

FGFR

Amplificado 0

mutado

Wnt/f catenina

Otros

Endometrioide

I

Raro

PTEN mutacion
(75-80%)
PIK3CA
mutacion
60%)
PIK3R1
mutacion
50%)

(50-

(40-

20-30%
Ninguna

FGFR2 mutado
(12%)

CTNNB1
mutado (12%)
ARID1A
mutado
40%)

(35-

Seroso

]

> 90%

PTEN mutacion
(11%)

PIK3CA
amplificacion
(45%)

PIK3CA
mutacion (35%)
PIK3R1
mutacion (12%)
3%

ERBB2
amplificado
(25-30%)

FGFR2 mutado
(5%)

FGFRL y 2
amplificados
CTNNB1
mutado (3%)
PPP2R1A
mutado (20%)
FBXW7
mutado (20%)
Delecion
LRPB1
Amplificacion
de MYC,
CCNE1 y
SOX17

Carcinosarcoma
]

60-90%

PTEN mutacién
(19%)

PIK3CA
amplificacion
(14%)

PIK3CA
mutacion (35%)

17%

ERBB2
amplificado
(13-20%)
ERBBS3 alterado
(13%)

FGFR3
amplificado
(20%)

PPP2R1A
mutado (28%)
FBXW7 mutado
(35-40%)
ARID1A
mutado (25%)
CCNE1
amplificado
(42%)

SOX17
amplificado
(25%)

Células claras

I

35%

PTEN perdida
(80%%)
PIK3CA
mutacion (18%)

0%

ERBB2 mutado
(12%)

ERBB2
amplificado
(16%)

ARID1A (25%)
Promotor TERT
mutado
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Actualmente, se esta proponiendo el uso de una clasificaciéon molecular basado en el The
Cancer Genome Atlas, clasificandolo en 4 tipos genomicos de CEE. Estas categorias se basan
en las caracteristicas gendmicas arquitecturales. Estas incluyen POLE mutado/ultramutado;
alta inestabilidad microsatelital (MSI-H)/hipermutado; bajo nUmero de copias
(conceptualmente similar al carcinoma endometrial “tipo I”); y alto numero de copias
(presencia de muchas amplificaciones y deleciones genémicas) y conocido también como
“similar a seroso” o al “tipo II” (Tabla 3).%°

Tabla 3. Clasificacion molecular del cancer epitelial de endometrio segun The Cancer
Genome Atlas

Clasificacion molecular Definicion

Ultramutado/POLE Alta tasa de mutacion, siendo la mayoria en
POLE.

Hypermutado/IMS IMS, la mayoria en el promotor de

metilacion MLHL1.

Anormalidades en el nimero bajo de copias Estabilidad microsatelital, alta frecuencia
de mutaciones de CTNNB.

Anormalidades en el nimero alto de copias Mutacion TP53.

IMS: inestabiliadd microsatelital.

Diagnostico y estadificacion del cancer epitelial de endometrio

En el 75% de los casos, las pacientes con CEE se presentan con sangrado uterino anormal,
flujo o dolor pélvico. En casos avanzados, puede haber rectorragia y hematuria. En una etapa
metastasica hay pérdida de peso, anorexia, lumbalgia, ascitis, tos y disnea.?%? Dentro de la
evaluacion, el ultrasonido nos permite discriminar a las pacientes que son sujetas a la
realizacion de biopsia endometrial; la cual se recomienda si el grosor endometrial es de
>8mm en pre menopausicas, y >4 mm en postmenopatsicas.?? La biopsia endometrial nos
dara un diagndstico inicial; sin embargo, se correlaciona mal con el grado y profundidad
definitivos.?® Los estudios de imagen como la tomografia o resonancia magnética sirve para
evaluar la sospecha sobre la extension extrauterina, cervical, ganglionar, ascitis, enfermedad
metastasica en higado y pulmon.?42°

Una vez realizado el diagnostico, se requiere estadificar para conocerla extension de CEE.
Se utiliza el sistema de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) 2009
(Tabla 4).% La estadificacion es quirdrgica, ya que se ha demostrado una infraestadificacion
clinica en 15-20% de los casos.'® La etapa | se refiere a la afeccion exclusiva del cuerpo
uterino. La invasion glandular exclusiva del cérvix sigue siendo etapa I, se requiere afeccion
estromal para considerarse etapa 11.26-2 En caso de que la enfermedad se extienda a 6rganos
pélvicos o ganglios linfaticos, se asigna una etapa Ill. Metastasis a mucosas de vejiga o recto
0 metéstasis a distancia es etapa IV.
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Tabla 4. Estadificacion del cancer de endometrio segun la AJCC 8,ed. 2018 y la FIGO
2009.2°

FIGO AJCC Caracteristicas
TX Tumor primario no evaluable

T0 Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ (para la AJCC es EC 0)

1A Tla Invade < 50% del miometrio

IB T1lb Invade > 50% del miometrio

I T2 Invasion del estroma cervical

A T3a Invasidn de serosa y/6 anexos por extension directa o metastasis
1B T3b Invasion de vagina o parametrios por extension directa 0 metastasis
NIC1 N1 Afeccién de ganglios pélvicos

IC2 N2 Afeccion de ganglios para-adrticos.

IVa T4 Afeccién de mucosa de vejiga o recto

IVb M1 Afeccion de 6rganos distantes

NX GL no evaluables

NO Sin evidencia de metastasis a GL regionales
MO Sin evidencia de metéstasis a distancia

Tratamiento del cancer epitelial de endometrio

El abordaje terapéutico inicial consiste en establecer si la paciente es operable o no. En el
primer caso, se debe realizar la estadificacion quirdrgica (histerectomia, salpingooforectomia
bilateral, linfadenectomia pélvica y para-adrtica), y posteriormente establecer los factores de
riesgo de recurrencia para el tratamiento adyuvante en base a la estadificacion, a la histologia,
y a los factores de prondsticos.>*° En pacientes con sospecha de etapa | operables se debe
realizar una cirugia estadificadora de endometrio.® Si se sospecha de afeccion cervical (Etapa
1), se debe realizar la cirugia estadificadora incluyendo histerectomia radical®. En el caso de
que se sospeche de etapas | y Il y que no sea operable por la edad y las morbilidades, se
recomienda dar radioterapia dirigida al tumor y considerar reseccién quirdrgica
posteriormente.333 El tratamiento adyuvante en estas etapas es controversial. Se han
realizado 4 estudios prospectivos aleatorizados y controlados que no demostraron un
beneficio en la supervivencia global con la adyuvancia con radioterapia. Sin embargo, si se
demostré un mejor periodo libre de enfermedad. En pacientes con etapas IA de bajo riesgo
se pueden dejar en observacion posterior a la histerectomia. En general se recomienda la
braquiterapia en pacientes con etapa | que tengan factores de alto riesgo como grado 3,
permeacion linfovascular, tamafio del tumor mayor de 2 cm, involucro glandular del cérvix
0 pacientes mayores de 70 afios.?
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El tratamiento con quimioterapia es estdndar en etapas avanzadas y con los subtipos
histologicos de mal prondstico. La quimioterapia en etapas Il y IV totalmente resecados
incrementa la sobrevida global y libre de recurrencias.>** En enfermedad diseminada la
quimioterapia tiene respuestas mayores a 40%.3°

Los quimioagentes mas efectivos son el cisplatino, carboplatino, doxorrubicina, paclitaxel;
siendo de preferencia regimenes con multiagentes.>>%

En enfermedad metastésica inicial o como recurrencia se debe considerar reseccion total del
tumor o radioterapia, presentando supervivencias a 5 afios de 50%-70%.3"3° En el caso de
metastasis diseminadas la mejor opcion es la quimioterapia considerando la cirugia
paliativa.*° En histologias de bajo grado o asintomaticas se puede dar hormonoterapia en caso
de pacientes con receptores de estrogeno y progesterona positivos.*!. En pacientes
sintométicas, con tumores grado 2,3 o voluminosas se puede ofrecer quimioterapia y
radioterapia paliativa.*?*3

Factores pronosticos del cancer epitelial de endometrio

Los factores prondsticos el CEE sirven para evaluar la necesidad de adyuvancia y establecer
las supervivencias. Existen varios factores pronosticos independientes descritos, entre los
que se encuentran el subtipo histoldgico, el grado, el tamafio tumoral, la profundidad de
invasion, invasion cervical, la presencia de permeacion linfovascular, la afeccion ganglionar
entre otros.b El Ca 125 (>35ng/dl) puede correlacionar con recurrencias y sobrevida.'® La
enfermedad residual se asocia a un pobre prondstico.>®>%° La mayoria de las recurrencias
(87%) ocurren en los tres primeros afios.** Las recurrencias a 5 afios en EC | y 1l ocurren en
el 15%%, y en EC 11l y IV en 40-50%. En general la supervivencia global a 5 afios en
histologias endometrioides es de 83%, en células claras 62% Yy en carcinoma seroso papilar
53%.%" La distribucion y sobrevida por afeccion se muestra en Tabla 5.1227

Tabla 5. Distribucion por etapas de cancer de endometrio y supervivencia a
5 afios.

Etapa Distribucion Supervivencia a 5 afios
Enfermedad local 68% 96%
Enfermedad regional 20% 67%
Enfermedad a distancia 8% 16%

Entre los factores pronosticos que se han evaluado esta el grado histol6gico. Asi mismo se
asocia con la etapa, la afeccion ganglionar y la profundidad de invasion. Se ha visto que la
supervivencia a 5 afios es de 94% en pacientes con tumores grado 1, 84% en tumores grado
2y 72% en grado 3. La afeccion miometrial es otro predictor independiente de
supervivencia. En un estudio con mas de 400 pacientes con pacientes tipo endometrioide
describid una supervivencia global a 5 afios de 94% cuando habia afeccion superficial, 91%
cuando era afeccion al tercio interno del miometrio, 84% al tercio medio del miometrio y
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59% cuando afectaba hasta el tercio externo del miometrio.*® La permeacion linfovascular
también se ha asociado a un pobre pronoéstico, encontrando una mayor cantidad de
recurrencias cuando esta presente (39% versus 19%).4¢ Otro hallazgos patoldgico asociado a
peor prondstico es la afeccion cervical, siendo reportado una supervivencia global de 92.1%
y una supervivencia libre de enfermedad de 89.9%.%’

Otros factores asociados al pronostico son la afeccion anexial y la presencia de citologia
peritoneal positiva con células malignas. Entre los factores més importantes estan la
presencia de metastasis a ganglios linfaticos ya que representa un sitio coman de enfermedad
extrauterina. Se ha reportado una disminucién de la superviviencia a 5 afios de 80-91% para
las etapas 1y 1l hasta 44-52% cuando hay afeccion ganglionar.*®

Segun el meta-andlisis de Travaglino, el tipo molecular también influye en el prondéstico. Y
esto se ve modificado aun mas si se combina con el subtipo histolégico. En su revision
sistematica, se incluyeron seis estudios con 2,818 pacientes. En el subgrupo de mutacion de
p53, los hazard ratio (HR) asociado la supervivencia global fueron de 4.3 para todas las
histologias, 2.5 para las histologias endometrioides y 4.93 para las histologias no
endometrioide. En el subgrupo inestabilidad microsatelital, los HR fueron 1.965 para todas
las histologias, 1.28 para los endometrioides y 6.36 para las histologias no endometrioide. En
el subgrupo POLE mutado, los HR fueron 0.763 para todas las histologias, 0.481 para los
endometrioide y 2.63 para los no endometrioide. Los resultados de los analisis adicionales
fueron consistentes para todos los subgrupos, excepto para los carcinomas POLE mutados
no endometrioides. Travaglino concluyd que el subtipo histologico del CEE muestra un valor
pronostico crucial independientemente del subgrupo molecular, con carcinomas no
endometrioides que tienen un peor prondstico en cada subgrupo.*

El subtipo histoldgico se considera uno de los principales factores independientes asociados
a la supervivencia de las pacientes con CEE. Si lo dividimos segun la clasificacion de
Bokhman, el tipo | es caracterizado por ser tumores bien diferenciados y que presentan
enfermedad localizada.

Generalmente tienen un prondstico favorable y se diagnostica en etapa | con una
supervivencia a 5 afios de 86%. En contraste con el tipo Il, que se caracteriza de un tumor
mas agresivo, de tipo no endometrioide, poco diferenciado, que se diagnostica en etapas
avanzadas y con una pobre supervivencia. Ademas, hay que destacar que entre las histologias
de mal prondéstico puede haber diferencias en el pronostico. En un estudio realizado con 163
pacientes con CEE se encontr6 una supervivencia libre de progresion a 2 afios fue peor para
el subtipo carcinosarcoma (79.4%), seguida de los casos células claras (87.2%), carcinoma
endometrioide grado 3 (92.2%) y carcinoma seroso papilar (95.5%), encontrando una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0.015). En cuanto a la supervivencia global a 2
afios se encontré menor en los casos de células claras (70.0%), seguida de carcinosarcoma
(76.7%), carcinoma serosos papilar (86.7%) y el tipo endometrioide grado 3 (87.9%); sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre los grupos (p = 0.071).%°
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Las pacientes con carcinoma seroso papilar tienen una supervivencia global a los 5 afios muy
pobre de solo 18-27%. La mayoria de los carcinomas serosos papilares (69-87%) se
diagnostican fuera del utero en el momento de la presentacién e incluso en casos
aparentemente confinados al utero, 31 a 80% de las pacientes desarrollan enfermedad
recurrente. Muchos investigadores han demostrado que la supervivencia es de 35 a 50% para
pacientes en estadio clinico o patoldgico I y I1'y de 0 a 15% para estadio 111 y IV.%!

En cuanto a la histologia de células claras, se ha descrito que su pronostico es peor que en el
tipo endometrioide, pero mejor que las que tienen carcinoma seroso papilar. Abeler et al.
revisaron 97 pacientes con carcinoma de células claras e informaron una supervivencia global
a 5 afios para todas las etapas es de 42%, en comparacion con el 27% para el carcinoma
seroso papilar uterino; con 59% de supervivencia para la enfermedad en etapa | y el 27% con
la etapa Il. La infiltracion miometrial y la permeacion linfovascular fueron factores
pronosticos mas importantes. En particular, el 90% de los pacientes sin invasién miometrial
tuvieron una supervivencia a 5 afios.5? Asi mismo, en una revision de 29 casos de células
claras y 47 carcinomas serosos papilares en etapas tempranas reportaron una supervivencia
a 5 afios para el carcinoma de células claras en estadio | del 73% y para el carcinoma seroso
papilar del 44%. La supervivencia a 5 afios fue del 59% para pacientes con el subtipo de
células claras en estadio 11 y del 32% para aquellos con carcinoma seroso papilar.>® Por
ultimo, Creasman et al. revisd los datos del informe anual de FIGO y encontré una
supervivencia a 5 afios del 81% para el carcinoma de células claras en estadio |
quirargicamente estadificado en comparacion con el 72% para el carcinoma seroso papilar y
el 76% para los canceres endometrioides de grado 3.>

Por ultimo, los carcinosarcomas son tumores agresivos y de mal prondstico, similar al de los
leiomiosarcomas, con una supervivencia global a 5 afios para todas las etapas de
aproximadamente el 35%.>° Los carcinosarcomas generalmente son diagnosticados en
mujeres mayores de 65 afios y generalmente, al igual que los carcinomas de células claras,
se presentan en etapas avanzadas.

A pesar de que las causas exactas de la carcinogénesis endometrial permanecen inciertas,
diversas mutaciones, modificaciones epigenéticas y alteraciones post-trascripcién han sido
descritas en lineas celulares de CEE. Dada la relacion entre la etapa de presentacion, la
respuesta al tratamiento y la supervivencia de las pacientes con CEE, es necesario encontrar
biomarcadores que describa el curso clinico de la enfermedad y detectar de forma temprana
a aquellas pacientes con un fenotipo tumoral mas agresivo, como es el caso de los miRNAs.

MicroRNAs

Definicion de miRNAs
Los microRNAs (miRNASs) son una clase de pequefios acidos ribonucleicos (RNASs) no
codificantes que se encuentran en los seres vivos y que regulan la expresion de genes en el

RNA mensajero. Se han identificado miles de miRNAs en nematodos, insectos, pajaros,
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anfibios, peces, plantas y mamiferos.>® Su funcién se ha visto como reguladores importantes
en la expresion de una gran gama de procesos fisioldgicos 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
miRNAs, mientras que multiples miRNAs pueden corregular un gen individual.>®

En 1993, Ambros y colegas descubrieron que lin-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 RNAS, y que éstos tenian un complemento en maltiples
sitios de 3" UTR del gen lin-4, controlando su tasa de expresion.>® Actualmente se sabe que
este RNA lin-4 pertenece a la familia de una clase abundante de pequefios RNAs reguladores
Ilamados miRNAs. Los miRNAs son cadenas solitarias de RNA constituidas de 21-23
nucledtidos.>*%° Se consideran como pequefios MiRNAs no codificantes que pueden inhibir
la expresion de genes a través de represion transcripcional o degradacion del miRNA. Estos
estan presentes en animales, plantas y células eucariotas.®’ El principio se creia que el
genoma humano estaba formado por 250 miRNAs. Sin embargo, actualmente se cree que
hay mas de 2,675 miRNAs encontrados en la regulacion gendmica del ser humano,
constituyendo apenas entre el 1 al 3% del genoma.®!

El descubrimiento de los miRNAs result6 en un cambio en el entendimiento de la regulacion
génica ya que regulan la expresion de miles de genes relacionados con procesos funcionales
como desarrollo, diferenciacién, proliferacion y apoptosis. Y algiin cambio en su expresion
pueden originar patologias como el cancer.

Nomenclatura de los miRNAs

La nomenclatura de los miRNAs ha evolucionado con el trascurso del tiempo para evitar
confusion (Tabla 6). La mayoria de los miRNAs son nombrados usando un prefijo de la
especie y se le designa un nimero especifico de miRNA. Sin embargo, no es indispensable
el uso del prefijo. Los prefijos también pueden ser agregados para especificar si se trata de
un miRNA maduro o bien un transcrito como pre-miRNA o pri-miRNA. La letra “R”
mayuscula también puede ser usado para designar un miRNA maduro. Los sufijos son
agregados para designar si el miRNA maduro proviene del brazo 3"0 5°del pre-miRNA.

Los miRNAs que pertenecen a una misma familia porque comparten alguna secuencia,
pueden tener una letra minuscula seguido del nombre. En algunos casos, miRNAs con
secuencia idéntica pueden estar trascriptos de distintos loci en el genoma, en estos casos se
agrega un sufijo numérico separado del miRNA por un guion para identificarlos de diferente
origen. El ”*” (star) que indica 2 miRNAs maduros que son de especies menores y que son
producidos de los brazos 3’0 5° de un pre-miRNA duplicado, son funcionalmente iguales y
presentes en concentraciones similares en las células, por lo que no se debe usar y se prefiere

17




usar los sufijos -3p y -5p. Por ultimo, se puede usar el prefijo “iso” para designar una isoforma
de algin miRNA especifico.®*

Tabla 6. Nomenclatura de los microRNAs.

Nomenclatura Significado Ejemplo
Prefijo de 3 letras Identificacion de la especie. hsa (humano)
En ocasiones no se usa. dme (mosca de la fruta)

Pre-mir o pre-mir (por no se Indica el trascripto del pri-miRNA-16
maduré la letra “r” en mMIRNA (pri-miRNA) o su pre-miRNA-16

minuscula. precursor  despues  del
procesamiento Drosha
miR miRNA madura hsa-miRNA-16
-3p0-5p miRNA maduro originado hsa-miRNA-16-3p
de 3’0 5" del pre-miRNA hsa-miRNA-16-5p
aob mMiRNAs que estdn hsa-miRNA-16a-3p

relacionados por su hsa-miRNA-16b-5p
secuencia y origen evolutivo

-10-2 miRNAs maduros idénticos hsa-miRNA-16-1
en su secuencia, pero tienen hsa-miRNA-16-2
diferente origen.

miR* (star) mIiRNA degrada. Ya no es hsa-miRNA-9*
aceptada
iSO Para desinar una isoforma hsa-isomiRNA-16-1-3p

No es aceptada

Biogeénesis de los miRNAs (Figura 1)
Via canonica

Las secuencias de los miRNAs pueden estar localizados en los intrones y exones de los RNA
no codificantes, pero la mayoria son localizados en los intrones (mirtron) (ver mas adelante).
La mayoria de los genes de los miRNAs son transcritos por Pol 1l como un RNA largo
[lamado pri-miRNA que contiene un bucle estructural. Todos los miRNAs canonicos tienen
una 5°-cap. En el nucleo de la célula, el pri-miRNA se autoensambla en una estructura de
tipo tallo de doble cadena-asa de 70 nucledtidos aproximadamente llamada pre-miRNA.

Este proceso es realizado por la enzima Drosha y la proteina Region Critica del Gen 8 del
Sindrome Di George (por sus siglas en inglés DGCRG8). Drosha es una enzima de tipo
RNAasa Ill, que es una endoribonucleasa especifica para separar la doble cadena de RNA.
DGCRGS es una proteina acopladora a la doble cadena de RNA que funciona como una
unidad no catalitica en el complejo. El pre-miRNA es exportado al citoplasma por XPO5 y
la proteina nuclear RAS (RAN por sus siglas en inglés), una proteina acopladora de tipo GTP.
En el citoplasma, el pre-miRNA es seccionado cerca del asa para formar un dsSRNAs pequefia
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por 2 0 3 nucleotidos en el final 3". Esta separacion es mediada por la proteina Dicer, una
enzima de tipo RNasa Il que se asocia a la proteina acopladora, y de la proteina RNA TAR
(TRBP), una proteina acopladora a la doble cadena de RNA.®2

El papel central del silenciamiento del RNA mensajero es realizado por la familia de las
proteinas de tipo argonauta (AGO). La pequefia doble cadena de miRNA es identificada por
las proteinas AGO con la ayuda de proteinas chaperonas dependientes de ATP. Después de
regresar el AGO a su conformacion original, la hebra pasajera del miRNA doble se expulsa
y se produce una sola cadena de miRNA maduro la cual se une a un complejo
ribonucleoproteina por medio de AGO llamada Complejo de Silenciamiento (RISC) la cual
identificara el blanco en el RNA mensajero. El miRNA maduro es guiado hacia sus pares de
base blanco. ® En las plantas y algunas veces en los animales el acoplamiento de miRNA a
su RNA mensajero blanco es totalmente complementario. En contraste, en los humanos, el
acoplamiento no es totalmente complementario. El trinucleétido repetido contenedor 6
(TNRCS6 por sus siglas en inglés) es una proteina adaptadora que recluta a AGO e interactla
con la proteina PABPC (Acolpladora- poly(A)) en el final 5"del RNA mensajero.

La cola poly(A) del RNA mensajero es acortada por deadenilasas causando una inestabilidad
en el RNA mensajero por decapitacion y actividad exonucleasa 5> 3. TNRC6 también
produce una disminucion en la eficiencia de la traduccion, mediado por CCR4-NOT vy el
reclutamiento e DEAD-box hellicasa 6 (DDX6) inhibiendo su traduccion.®®

Via no canonica

Recientemente se han descrito otras vias alternativas en la biosintesis de los miRNA. Estos
miRNAs son estructural y funcionalmente similares a los producidos por las vias canonicas,
pero se saltan alguno de los pasos. La ausencia de Drosha y DGCRB pueden ser vias
alternativas. Asi mismo, algunos intrones de una sola cadena (mitrones) pueden actuar como
pre-miRNAs. En la via de los mirtrones, los intrones son procesados a través del
spliceosoma.®?
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Figura 1. Via candnica y no candnicas en la biogénesis de los miRNAs.®
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Isoformas

Un solo gen de miRNA puede generar multiples isoformas de miRNA (isomiRs) por varios
mecanismos (Figura 2). La inconsistencia en la eleccion de acoplamiento de la cadena
contenida en AGO puede generar dos miRNA funcionales diferentes de ambas cadenas del
duplex pre-miRNA La seccion imprecisa del miRNA primario por Drosha o el miRNA
previo por Dicer puede generar extremos heterogeneos de 5 ‘o 3'. La edicién de RNA, el
proceso por el cual el RNA se modifica enzimaticamente en nucledsidos especificos, es otra
forma de generar isomiRs. En raras ocasiones, los isomiR se generan de la conversion de
adenosina a inosina (A a I). Estas ediciones pueden afectar la orientacion, especialmente
cuando alteran un nucle6tido semilla.

Los isomiR podrian generarse agregando nucledtidos no modulados al extremo de miRNA
3' mediante la nucledtido-transferasa terminal o eliminando los nucleétidos del extremo de
miRNA 3' mediante actividades de exonucleasa 3'. Cabe sefialar que no se espera que las
modificaciones en 3' influyan sustancialmente en el reconocimiento del blanco porque no
afecta la secuencia de semillas de los miRNA. IsomiR Bank es la primera base de datos en
linea integradora que anotd isomiRs.%*

Secuencia madura de miRNA

\
[ \

pre-miRNA  SAUCGAGCUACAGCUGGCUACUGGGUCUUG3'

iRNA editi
mIRNA editing AGCUACAGCGGGCU CUGGGU :

5’isomiRs

GCUACAGCUGGCUACUGGGU n
CGAGCUACAGCUGGCUACUGGGU =
3isomiRs AGCUACAGCUGGCUACUGGG =

AGCUACAGCUGGCUACUGGGUCU
AGCUACAGCUGGCUACUGGGU

Escision impreciso L]
Adicion de nucledtidos M
3" exonucleasa

Canonical miRNA AGCUACAGCUGGCUACUGGGU Adenosina ainosina m
Figura 2. Distintas vias para formar isoformas de miRNAs.5!

Organizacién gendmica

Los genes de los miRNAs estan integrados en todos los cromosomas con excepcion del
cromosoma Y. Estos se pueden clasificar en intergénicos e intragénicos, y estos ultimos en
intrénicos o exdnicos (Figura 3).6°

Los miRNAs intergénicos son los que se encuentran en regiones gendmicas distintas a las
unidades trascipcionales funcionales. Son monocostronicos o policistronicos y tienen sus
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propios promotores y elementos reguladores. Son trascritos por RNA Polimerasa Il y tienen
una zona de inicio de transcripcion bien delimitada y una sefial Poli (A).

Los miRNAs intragénicos se dividen en intronicos y exdnicos. Los intronicos se encuentran
en los intrones de los genes, tanto en la secuencia codificante como en la no codificante de
una proteina. Asi mismo, pueden estar presentes en la zona intrénica como un solo gen para
miRNA o bien, en cluster de genes para varios miRNAS.

Pueden ser transcritos del mismo promotor y procesados a partir de los intrones del gen
portador teniendo perfiles de expresion similares a los del gen portador. También, todo el
iontron de un gen codificante para una proteina puede actuar con la secuencia exacta del pre-
miRNA con sitios desplicing a cada lado. A estos intrones se les llama mirtrones y no
comparten la via canonica para su formacion. Por dltimo, los miRNAs exénicos son mucho
mas raros que cualquiera de los tipos anteriores y a menudo se solapan entre un exén y un
intron de un gen no codificante. Estos miRNAs también se cree que son transcritos por el
promotor de su gen portador y su maduracion a menudo excluye la funcion del gen
portador.®

miRa
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£z Grupo de miRNA

77

miRe

Ex6n Exén ,/,/
miRf miRg

Exén Exén Grupo de miRNA

miRh

L1
7

Intrénico

Mirtron

Exén Exén A
iRi miRj

-

5"-Tailed Mirtron 3"-Tailed Mirtron

p
Bon —AH— E&én — ®n ——

miRk

91
3

Exénico
V4

Exén Exén

Figura 3. Organizacion genomica de los miRNAs. A) Un miRNA intergénico esta bajo el
control de su propio promotor, ya sea como un solo gen (miR a) o como un cluster (mir b-d).
B) Un miRNA intrénico esta presente en la region intronica de una unidad de transcripcion
funcional y esta bajo el control de un promotor de codificacion de proteinas como un miRNA
intronico tnico (iR e) o un cluster de miRNA (miR f, miR g) o como un mirtron (miR h)

‘[1
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en el que el intron actaia como un MiRNA, y por lo tanto, no es necesario un paso de
microprocesamiento en este caso. Los mirtrones que tienen una extension de secuencia en el
extremo 5’ se llaman mirtrones de cola 5 (5-tailed mirtrons) (miR i), mientras que los
mirtrones con extension de secuencia en el extremo 3 se denominan mirtrones de cola 3 (3-
tailed mirtrons) (miR j). C) Los miRNAs exonicos (miR K) son raros (la flecha indica el
promotor P, los miRNAs estan representados en su conformacion de horquilla, las cajas
rectangulares [Exon] indican exones que codifican para proteinas).%®

Regulacion

A nivel transcripcional, la expresion de los miRNAs puede depender de sus genes huésped
(miRNAs intragénicos) o independientemente de ellos (miRNAs intergénicos). Los miRNAS
intergénicos tienen sus propios promotores, por lo que pueden ser expresados de forma
independiente y pueden estar regulados por factores de transcripcion separados. Tanto con
los miRNAs intragénicos como los intergénicos, la expresion de los miRNAs puede cambiar
debido a mutaciones o pueden ser regulados por metilacion del promotor. Las caracteristicas
de los promotores de los miRNA son similares a los promotores de los genes codificantes de
proteinas y se sabe que la transcripcion de los miRNAs se regula mediante factores de
transcripcion similares a los de genes codificantes de proteinas.5®

A nivel postranscripcional, la expresion puede ser regulada por cambios en la actividad de
los enzimas clave para la biogénesis, como Dicer y Drosha. La actividad de estas enzimas
puede también verse afectada por mutaciones o modificaciones epigenéticas como la
metilacion del DNA y la modificacion de las histonas relacionado con la acetilacion aberrante
de las mismas.®” Ademas de la regulacion a nivel transcripcional, la regulacion
postranscripcional que incluye los pasos involucrados en la biogénesis y la maduracién de
miARNS son también formas de control de los miRNAs. Estos incluyen el procesamiento de
pri-miRNA a pre-miRNA por la enzima RNasa I1l, Drosha, el transporte del complejo del
miRNA desde el nlcleo hasta el citosol y la conversion del pre-miRNA a miRNA maduro
por la accion del complejo de proteinas asociado a Dicer.®

Métodos de obtencion de expresion miRNAs

Se han utilizado multiples métodos para la obtencion y cuantificacion de los miRNAs, cada
uno con sus ventajas y desventajas (Tabla 7). EI 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 Unicamente el miRNA de interés, sin que haya interferencia en la
deteccion con otros miRNA similares. EI método debe ser lo suficientemente sensible para
proveer el andlisis de la expresidn cuantitativa, a pesar de que se tenga una pequefia cantidad
de muestras y que debe ser capaz de procesar multiples muestras en paralelo.®®

El estandar de oro para la deteccion de miRNAs utilizado en laboratorios clinicos es la
reaccion en cadena con polimerasa-trascriptasa reversa cuantitativa (qQRT-PCR).”® Otro
método utilizado son los microarreglos, los cuales se pueden utilizar para el descubrimiento

22




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 Gltimo, la secuenciacion masiva 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, sino para descubrimiento de nuevo s
miRNAs vy sus isoformas.”

Tabla 7. Métodos utilizados para la cuantificacion de miRNAs.”
Ventajas Limitaciones

gRT-PCR

Microarreglos

Hibridacion  in
situ

Secuenciacion de
RNA

Capacidad de
produccion elevada
Buena cuantificacion
Amplificacion  permite
mayor sensibilidad
Capacidad de
producciéon muy elevada
Buena relacion entre
costo y generacion de
informacién

Fécil para realizacion de
andlisis de datos

Los resultados han sido
validados con gRT-PCR

Localiza los miRNA en
tejido y compartimientos
celulares

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

Capacidad de

produccion elevada

Alta sensibilidad

Alta especificidad

Se puede wusar para
descubrir nuevos
NncRNA

Dificultad para distinguir
diferencias en un solo
nucleotido

No para descubrimiento de
NcRNA.
Puede
especificidad
Sensibilidad media

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

No atil para el
descubrimiento de ncRNA
Baja capacidad de
produccion

Sensibilidad limitada
Cuantificacion muy
limitada

fallar la

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

Abreviaturas. miRNA: microRNA, gRT-PCR: reaccion en cadena de polimerasa-
trascriptasa reversa cuantitativa, n\CRNA: RNA no codificable.
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Funcién de los miRNAs

Se han identificado miles de miRNAs en nematodos, insectos, pajaros, anfibios, peces,
plantas y mamiferos.>® Su funcién se ha visto como reguladores importantes en la expresion
de una gran gama de procesos fisiologicos y patoldgicos. En la actualidad se sabe que el
papel especifico de los miRNAs incluye la regulacion de la proliferacion celular y su
metabolismo, la regulacién 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
miRNAs, mientras que multiples miRNAs pueden regular un gen individual.>®

miRNAs y 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 fisiopatoldgicos 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.5? 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 miRNASs 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 cancer de pulmén, el cancer de mama, el cancer colorrectal, carcinoma papilar de tiroides,
glioblastomas y otros tumores cerebrales, el carcinoma hepatocelular, tumores pancreéticos,
cancer de prostata, rifion y vejiga, cancer de ovario y el cancer de cérvix.’

Los miRNAs pueden funcionar como oncogenes y/o como genes supresores de tumores
(Figura 4). 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 cronicas 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
células 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.®
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Figura 4. Funcion de los oncomir y los miRNAS supresores de tumor.
miRNAs en cancer epitelial de endometrio

Varios estudios han obtenido perfiles de expresion de miRNAs en cancer de endometrio,
usando tejido tumoral o con muestras de fluidos, con el objetivo de identificar biomarcadores.
Por ejemplo, de un total de 46 muestras séricas de pacientes con CEE y 28 pacientes sin
historia de cancer, se identifico un perfil de expresion usando PCR, encontrando los miRNAS
mMiRNA-186, miRNA-222 y miRNA-223 elevados.?! Solamente el miRNA-204 se expresé a
la baja en pacientes con CEE. Asi mismo, otro grupo identificé 47 miRNAs expresados
diferencialmente en pacientes con CEE en comparacion con sujetos sanos.®? De estos,
veintiséis miRNAs estaban regulados a la baja y 21 regulados a la alza. Ocho miRNAs fueron
seleccionados y su expresion examinada en 58 pacientes en etapa I; el miRNA-141, miRNA-
200 y el miRNA-205 estuvieron sobreexpresados, mientras que los miRNA-143 y miRNA-
145 estaban subexpresados.

Para la identificacion de las firmas de miRNAs para adenocarcinoma de endometrio, un
estudio identifico 112 nuevos miRNAs especificos para adenocarcinoma de endometrio, de
los cuales, el mMiRNA-182 y miRNA-183 estuvieron altamente expresados.® En diez pares
de pacientes con CEE y pacientes sanos, la firma de expresion de miRNAs revel6 17 miRNAs
sobreexpresados, y niveles disminuidos en 6 miRNAs.®? De muestras de tejido y plasma de
7 pacientes con CEE y 45 controles sanos, se realiz6 la expresion de 866 miRNAs. El estudio
revel6 un patron distinto en expresion del 21 miRNAs en los especimenes con CEE.

El patron de expresion se vio asociado a la etapa segun la FIGO, el grado, la recurrencia y la
afeccion ganglionar. Asi mismo, al comparar cada uno de los miRNAs, los obtenidos del
tejido tumoral y de plasma pudieron ser clasificados segun el tipo de cancer endometrial de
forma muy precisa. Los miRNAs miRNA92a/miRNA-205/miRNA-401 y miRNA-
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928/miRNA-410 fueron propuestos para una forma en tejido tumoral, y miRNA-9/miRNA-
1228 y miRNA-9/miRNA-92 fueron identificados en las muestras de plasma de pacientes
con CEE. 8 Similar a este estudio, otro reportd que los subtipos de CEE tenfan un patron
distinto de miRNAs.® Una firma especifica de miRNAs pudo identificarse diferente del
tejido normal, y hubo una diferencia entre los tumores tipo | y tipo Il. Trabajando en una
linea similar, el perfil de miRNAs grado 1-2 de CEE sugiere miRNAs especificos que pueden
ser una herramienta eficiente que puede ayudar eficientemente para la toma de decisiones en
la cirugia estadificadora en etapas tempranas. Los miRNAs asociados a afeccion ganglionar
fueron los que tuvieron una expresion a la baja y fueron miRNA-375, miRNA-184, miRNA-
34c-5p, miRNA-34c-3p y miRNA-34b-5p. Las pacientes con altos niveles de miRNA-375 o
una disminucion de la expresion de miRNA-184 fueron asociados también a una mayor
afeccion ganglinar.®® Todos estos estudios sugieren que los miRNAs se pueden desregular en
el CEE y que impactan en el desarrollo y progresion de esta neoplasia, por lo que pueden ser
utilizados efectivamente ene | manejo clinico de sestas pacientes.

MiRNAs como blancos terapéuticos en cancer epitelial de endometrio

Como se menciond previamente, una alteracion en la expresion de miRNAs puede ser
observada en el CEE. Entre estos se encuentra el miRNA-7, el cual se puede regular a la baja
usando nucledtidos complementarios anti-miRNA, reprimiendo la invasion o migracion de
células malignas (Figura 5).87 Otro ejemplo es con el miRNA-194, el cual esta disminuido
en pacientes con CEE y su baja expresion se asocia a etapas mas avanzadas y peor
supervivencia. Se ha descrito que la sobreexpresion de miRNA-194 por medio de trasfeccion
con moléculas de pre-mirna inhiben la invasion por células malignas de CEE teniendo como
blanco el ongen BMI-1.8 También se ha visto que el miRNA-130b es responsable entre otros
de la funcion del p53 y se encuentra disminuido en el CEE, por lo que puede ser un otra
forma de trasferir miRNAs para cumplir con la funcion adecuada de p53. La ventaja es que
lo miIRNAS son estables en varios fluidos y tejidos y que sus propiedades pueden facilitar su
liberacion.8®

Marcas de superficie celular sobreexpresadas

en el cancer de endometrio.

Tipo | Claudin-3 Tipo Il
claudin-4
FOLR1 HER2
MSLN EpCAM \ /
EphA2 IR, L1CAM Supresicn de la
progresién tumoral Iy
metdst:
Célula tumoral |
77 Nanoparticula \\ /

‘Ir Anticuerpo

< Marcador de superficie celular

Figura 5. Terapéutica potencial basado en miRNAs.*
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4. Problemay pregunta de investigacion

El cancer epitelial de endometrio (CEE) es una de las neoplasias ginecoldgicas mas comunes,
siendo en México la segunda en incidencia y la tercera en mortalidad de los canceres en la
mujer. Existe poca evidencia sobre el origen desde el punto de vista molecular, en los
subtipos histologicos de mal pronostico, sobre todo seroso papilar y carcinosarcomas. Por lo
tanto, no se conocen con exactitud las vias y blancos moleculares asociados con los miRNAs
y estos tipos particulares de CEE. Aunque se conocen algunos factores etioldgicos, sobre
todo en el tipo endometrioide de bajo grado; la evidencia no es suficiente para conocer con
certeza la etiologia y la biologia en las otras histologias.

Asi mismo, no existen biomarcadores con miRNAs que ayuden a identificar a las pacientes
con un pronostico desfavorable ya que no se sabe si estas diferencias en los perfiles de
miRNAs, junto con los subtipos histologico, pudieran influir en la supervivencia junto con
otros factores prondstico, como la afeccion ganglionar.

Pregunta de investigacion

¢Existen algun perfil de expresion de miRNAs especifico para cada subtipo histoldgico del
cancer epitelial de endometrio?
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5. Justificacion

El cancer epitelial de endometrio (CEE) es una neoplasia maligna comun en la mujer
mexicana. Los subtipos histoldgicos de mal prondstico, como el carcinoma seros papilar o el
carcinosarcoma, son las que se asocian a una pobre supervivencia global y libre de
enfermedad en el CEE. Los miRNAs cada vez se estan asociado mas en lo mecanismos
etioldgicos en las neoplasias malignas, y quiza pueden tener un papel como biomarcadores o
terapéuticos en un futuro. Mediante un abordaje multidisciplinario (investigadores clinicos y
basicos) se creard una base de datos retrospectiva y una cohorte prospectiva de pacientes con
cancer de endometrio, con la obtencion de datos clinicos y obtencion de muestras (tejido
tumoral, tejido endometrial sano, sangre) para analisis moleculares de miRNAS con
potencial para descubrir biomarcadores asociados al pronéstico de las pacientes con CEE y
sus distintas histologias. Con la identificacion de la firma de miRNAs especificas asociados
al subtipo histologico en las pacientes con CEE se podré conocer en que vias de sefializacion
interactlan para tener potenciales biomarcadores, asi como blancos terapéuticos para ser
analizados.
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6. Hipotesis y objetivos

Hipdtesis
Existe un perfil de expresion diferencial de miRNAs asociado a cada subtipo histologico en
el cancer epitelial de endometrio (CEE).

Objetivo General
Describir perfiles de expresion de miRNAs asociados a los distintos subtipos
histologicos del cancer epitelial de endometrio.

Objetivos particulares:

e Obtener un perfil de expresién general de miRNAs en pacientes con CEE mediante
secuenciacion masiva.

e Identificar los miRNAs asociados a las distintas histologias en pacientes con CEE
mediante herramientas bioinformaticas.

e Seleccionar y validar los miRNASs asociados a la histologia en pacientes con CEE en
una muestra independiente mediante RTgPCR.

e Describir una firma de miRNAs asociado a cada histologia en pacientes con CEE.

e ldentificar los blancos moleculares regulados por los miRNAs seleccionados
mediante analisis bioinformatico.

e Integrar los resultados obtenidos en variables analiticas con caracteristicas clinico-
patologicas de la cohorte de pacientes analizados.
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7. Material y Métodos
Tipo de estudio

Se trata de un estudio descriptivo con una cohorte de descubrimiento y una cohorte de
validacion.

Poblacion a estudiar

Criterios de inclusion:
- Pacientes femeninos a partir de los 18 afios ingresadas al Instituto Nacional de
Cancerologia con el diagnostico de cancer epitelial de endometrio (CEE).

Criterios de exclusion:

- Pacientes femeninos con diagndstico de dobles primarios sincronicos.

- Pacientes femeninos con histologias de sarcomas (sarcoma del estroma

endometrial, leiomiosarcomas y sarcomas indiferenciados)

Criterios de eliminacion

- Pacientes con muestras procesadas de forma incorrecta.

- Muestras de calidad o cantidad inadecuadas de RNA.

Metodologia en la fase de descubrimiento

Del expediente electronico del Instituto Nacional de Cancerologia se creé una base de datos
con las variables clinico-patologicas con los pacientes con CEE entre 2005 y 2016. A partir
de esta base de datos se realizaron subgrupos dependiendo del subtipo histoldgico
(endometrioide grado 1-2, endometrioides grado 3, seroso papilar, células claras y
carcinosarcomas) para seleccionar los bloques de parafina que se utilizaron para la
secuenciacion masiva.

Tamafo de muestra

El tamafio de muestra para la obtencion de los bloques de parafina se realiz6 con la siguiente
férmula para obtener el nimero de pacientes por grupo para la secuenciacion.

o N=((ZatZb)/(W1/ca))?

— E: media de falsos positivos

— Gs: numero anticipado de genes expresados no diferenciados en el
experimento

— Poder: especifico para gen (0.95)

— w1 lamedia de la diferencia de la expresion entre los dos grupos

— od: Desviacion estandar anticipada de la diferencia entre los dos
grupos
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Se usé la pagina www.sph.umd.edu/department/epib/sample-size-calculation-completely-
randomizad-treatment-control-design para la realizacion del tamafio de muestra (Figura 6).

Me-Ling Ting Lee's Sample Size Calculation for Completely
SR Randomized Treatment-Control Designs

f pedemictogy ara
Siostatisticy

Figura 6. Obtencion de tamafio de muestra por grupo seleccionado mediante el website
www.sph.umd.edu/department/epib/sample-size-calculation-completely-randomizad-
treatment-control-design.

Al final, idealmente el tamafio muestra calculado fue de 35 muestras, teniendo 7 muestras
parafinadas para cada uno los siguientes subtipos endometrioide grado 1-2, endometrioide
grado 3, carcinoma seroso papilar, células claras y carcinosarcomas (Figura 7).

Endometrioide grado 1-2
N=7

Endometrioide grado 3

N=7
Cancer epitelial de Carcinoma seroso papilar
endometrio N=7

Células claras
N=7

Carcinosarcoma
N=7

Figura 7. Distribucion de la cantidad de los bloques de parafinas utilizados para la
secuenciacion masiva (fase de descubrimiento).
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Extraccion, verificacion de cantidad y calidad de RNA pequerios.

Se corroboré por un patélogo oncélogo especialista en tumores malignos del tracto genital
que los bloques de parafina tuvieran tumor por medio de revision de laminillas tefiidas con
hematoxilina 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. La obtencion de miRNA se hizo utilizando el kit de QIAGEN
miRNeasy Mini Kit (No. Cat. 217004) de acuerdo a las especificaciones hechas por el
fabricante.xileno y etanol, para posteriormente purificar y aislar el RNA, de acuerdo a las
especificaciones del kit. La calidad se evalu6 mediante su cuantificacion por fluorémetro
(Qubit), verificando su integridad en un chip de Bioanalizador (Agilent, Tape Station 2200),
donde solo las muestras con un factor de integridad alto (RIN 7) fueron consideradas para
secuenciarse. Del RNA aislado, 5ug se mantuvieron a -80°C hasta el momento de la
preparacion de las librerias (donde se usara 1ug) y el resto se utilizo para las validaciones
post-secuenciacion.

Las muestras de parafina se colocaron a un tubo para centrifugar de 1,5 mL, se agregé 1 mL
de Xylene y se centrifug6 a temperatura ambiente por 2 min. Se removid el residuo flotante
y se agregd 1 mL de ethanol (96-100%) y se centrifugé por 2 minutos y se incub6 a
temperatura ambiente con la tapa abierta para remover el ethanol residual.

Se agregaron 150 pL a 240 uL de Buffer PKD y posteriormente 10 uL de Proteinasa K. Se
incubd a 56°C por 15 minutos y luego a 80°C por 15 minutos. Se trasfirio la fase méas inferior
en un tubo para centrifugar de 2 mL. Se incubd en hielo por 3 minutos. Se centrifugoé por 15
minutos a 20,000xg y se trasfirio el flotante en un microtubo de 2 mL. Se agregd un booster
de DNasa equivalente a un décimo del total del volumen de la muestra (entre 16 pL y 25 L)
y 10 pL de la solucion de DNasa I. Se incubd por 15 minutos y se agregaron de 320 pL a 500
uL de Buffer RBC y lysato. Se agregaron 1120 puL a 1750 pL de etanol a 96% y se mezclaron
sin centrifugar. Se trasfiri6 700 uL de la muestra en el RNeasy MinElute en un tubo de 2 mL
y se centrifugd por 15 segundos a 8000xg hasta que toda la muestra paso por la columna del
kit. Se agreg6 500 pL de Buffer RPE y se centrifugd por 15 segundos a 8000xg.

La elucion del RNA se realizaron colocando el RNeasy MinElute en un tubo de 2 mL y se
centrifugo por 5 minutos y se retird el flotante. Se colocd la columna del RNAeasy MinElute
en un tubo de 1.5 mL y se agreg6 14-30 pL de agua libre de nucleasa directamente en el
centro de la membrana de la columna. Se incub6 a tempreratura ambiente por 1-5 minitps y
se centrifugo por 1 minuto para eludir el RNA.

Se medio el total de RNA (ug), las razones de A260/280 y A260/230 usando

espectofotometria con NanoDrop (ND1000, thermo Scientific) para medir la cantidad y
pureza de los RNA.

32




Secuenciacion masiva

La preparacion de las librerias para la secuenciacion masiva en paralelo de RNA se llevd
acabo utilizando el Kit de la compaiiia Illumina, especificamente el TruSeq Small RNA
Library Prep Kit (No. Cat. RS-200-0012). El protocolo comprendié los siguientes pasos
(Figura 8).%*

1. Fraccionamiento del RNA: En este paso, el RNA fue separado por pesos moleculares
mediante un gel desnaturalizante de poliacrilacrilamida, donde se purificd la fraccion que
corresponde a RNA pequefios (menores a 30 nucleotidos), lo que permitid optimizar el
proceso de secuenciacion.

2. Ligacion de adaptadores: Dado que los miRNAs se caracterizan por la modificacion
del extremo 3’-hidroxilo y el extremo 5’-monofosfato, debido al procesamiento por
DICER/DROSHA, el kit contiene adaptadores que son las secuencias conocidas a partir
de la cual se inici6 el proceso de secuenciacion. Estos se afiaden al RNA en los extremos
3’ y 5’ de la molécula de miRNAs mediante una ligasa de RNA.

3. Reverso transcripcion y amplificacion de libreria: La molécula que es secuenciada en
los secuenciadores de nueva generacion es ADN, por lo tanto, es necesario generar ADN
complementario a partir de la cadena de RNA, para esto se utiliz6 una transcriptasa
reversa que gener6d un templado de cDNA a partir de los fragmentos de RNA de las
muestras. En este paso, se utilizaron oligonucledtidos dirigidos a los adaptadores en los
extremos 3’ y 5’ que se afiadieron a la molécula de miRNAs. Una vez obtenido el cDNA,
se amplificd la libreria, con el objetivo de enriquecer la cantidad de moléculas de
miRNAS para la secuenciacion.

4. Purificacién de cDNA: En este paso se purifico y aislo los cDNAs correspondientes a
los miRNAs mediante una electroforesis por gel. Al final, se recuper6 el cDNA
obteniendo las bandas de 145 y 160 pb, se purifican y se concentran.

5. Normalizacion de libreria: En este paso se llevd las librerias a la concentracion de
cDNA necesaria para la secuenciacion.

La secuenciacion se llevé a cabo en un equipo MiSeq o HIiSEQ en single read de 35 a 50
bases (Novogene Corporation Inc.) dependiendo de la cantidad de muestras y la profundidad
de secuenciacion deseada. Larecomendacion es de 1-2 millones de lecturas por muestra para
ver expresion diferencial y de 5-8 millones de lecturas para descubrir nuevos miRNAs.%
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FIGURA 8

PREPARACION DE LA BIBLIOTECA MIRNA-SEQ
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*Se muestra el método de secuenciacién de lllumina; sin embargo, también se pueden utilizar otras plataformas de secuenciacion.

Figura 8. Flujo de trabajo para la secuenciacion masiva en paralelo del miRNA (miRNA-
Sec). La figura muestra los pasos requeridos para llevar a cabo la secuenciacion de
microRNAs, desde la extraccion de RNA, la preparacién de las librerias (paso 1-5) hasta la
corrida de secuenciacion utilizando el secuenciador MySeq o Hiseq 2500 de la compafiia
Illumina.

Andlisis Bioinformatico

Los resultados de un proceso de secuenciacion de miRNA-Sec son archivos en formato
FASTQ, que corresponden a toda la informacion de las secuencias encontradas de miRNAs
en las muestras secuenciadas. Los datos obtenidos son analizados con el uso de diferentes
herramientas bioinforméticas. En este proyecto, se identificaran particularmente miRNA
anotados para llevar a cabo andlisis de expresion diferencial, y busqueda de isoformas. El
flujo basico de trabajo comprende los siguientes pasos (Figura 9).%
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Programa
Dat“‘f:;t'q”“d" » Modulo de calidad | FastaC 9
iRT
l mix Trace 1 | nf-core/smrnaseq v1.1.0
Retiro de adaptadores| Trim Galore! v 2 | Nextflow v21.04.3
| Multigc
3 | Rv3.6.3
Alineacién con genoma referencia I?owtle 4 | FastQCv0.11.9
miRDeep2
5 | Trim Galore! v0.6.6
v
Cuantificacién | Htseq vand 6 | Bowtie v1.3.0
miRNAs conocidos | —
7 | Samtools v1.12
v
Diferencial de expresién | edgeR 8 | Htseq vand
! 9 | FASTXv0.0.14
Reporte en tab -
10 | miRTrace v1.0.1
v .
——Mddulo de RNA blancos | MiRGATE 11 | MultiQC v1.10.1
12 | miRDeep2 v2.0.1.2

Figura 9. Pipeline del analisis bioinformatico.

Control de Calidad: Se llevo a cabo con el uso de la herramienta FASTQC, que
determina si la deteccidn de bases fue adecuada en el proceso de secuenciacion. Se mide
mediante un puntaje de calidad que esta en funcion del porcentaje de error. Un puntaje
optimo es igual a 20 o mayor.*

Eliminacion de adaptadores: Para llevar a cabo adecuadamente el analisis de las
secuencias, es necesario retirar las secuencias de los adaptadores con la herramienta Trim
Galore!, que reconoce las secuencias de nucle6tidos correspondientes a los adaptadores
de la libreria, conservando la secuencia original del miRNA.%

Alineacion con el genoma de referencia: Se llevo a cabo con la herramienta Bowtie y
miRDeep2, con el objetivo de reconocer la identidad del miRNA a través de su posicion
original en el genoma. Esto ademas es necesario para llevar a cabo la cuantificacion de
expresion de los miRNAs.*

Cuantificacién de miRNAs: La cuantificacién de miRNAS tiene el objetivo de conocer
la proporcidn de expresion de los miRNA en cada muestra bioldgica, para determinar las
diferencias de expresion entre condiciones, y es un paso necesario para el analisis de
expresion diferencial. La herramienta utilizada es HTseq, y cuantifica normalizando las
lecturas en la unidad TPM (transcritos por millon).%

Analisis de expresion diferencial: Se llevd a cabo con la herramienta EdgeR, que
permite establecer diferencias estadisticamente significativas en la expresion de miRNAs
entre diferentes condiciones, considerando un valor g (tasa de descubrimiento falso) <
0.05. Con este tipo de analisis se obtiene un mayor poder estadistico y se permiten la
construccién de mapas de tipo volcan y mapas de calor, y anélisis de agrupoamiento no
supervisado y que ayudan en la deteccion de miRNAs sobre-expresados o sub-
expresados.®’
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6. Caracterizacién de miRNAs:

Se llevo a cabo con el uso de herramientas en linea, como MIRgate, DIANA, miRPath,
miRBase y PicTar. A través de estas herramientas se ofrece un médulo de prediccion
objetivo de miIRNA-miRNA para miRNA. Son base de datos que contienen nuevos pares
de miARN-ARNmM pronosticados que se calculan utilizando algoritmos bien establecidos,
incluidos miRNAanda42, Pita43, RNAhybrid44 o MicroTar45, entre otros.%

Validacion de miRNAs seleccionados

Para la validacion de los miRNAs seleccionados se realiz6 con una cohorte independiente.
La identificacion de las pacientes con CEE se realiza en la junta interdisciplinaria de la
Unidad Funcional del Departamento Ginecologia del Instituto Nacional de Cancerologia los
dias martes, jueves y viernes de cada semana. En la junta de la Unidad funcional se hizo el
diagnostico y se programo el tratamiento quirdrgico de cada paciente. Posteriormente, un dia
previo a su ingreso programado se aplico el consentimiento informado para poder recolectar
las muestras.

El llenado de la base de datos se hizo a través de una herramienta de captura en Access
(Microscoft Office) en una computadora exclusiva ubicada en la oficina académica del
Departamento de Ginecologia. El llenado de los datos se inicio a partir de que se obtiene el
expediente clinico de cada paciente, y posteriormente después de la cirugia, su egreso del
hospital, al obtener el resultado final de patologia, al momento de finalizar la adyuvancia si
es que la necesita y en el seguimiento de forma continua. Cada 2 meses se realizé una
validacién de todos los pacientes capturados por medio del programa estadistico Stata
Version 16.0 para Mac (4905 Lakeway Dr. Colege Station, TX 77845). En caso de encontrar
algun dato disperso en alguna de las variables, se identificd a la paciente y se buscé si es
correcto 0 no, en caso de estar equivocado, se realiza la correccion pertinente.

Para la recoleccion de las muestras se cre6 un Manual de Procedimientos para Coleccion y
Almacenamiento de Muestras para Cancer de Endometrio (POE-LC-CEN-001). El dia de la
cirugia, previo al procedimiento quirdrgico, se tomaron las muestras de sangre para plasma
y suero. Durante la cirugia, la muestra de tejido tumoral del endometrial fue tomada por el
patélogo en turno en el trans-operatorio. Las muestras fueron enviadas inmediatamente para
su almacenamiento. Para la obtencién de acidos nucleicos se cre6 un Manual de
Procedimiento para Aislamiento Simultaneo de DNA, RNA y a Partir de Tejido (POE-LC-
EXT-002).
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Trascripcion reversa y PCR cuantitativa en tiempo real

Serealiz6 con el objetivo de determinar la expresion relativa del miRNAs a validar, y conocer
la condicién de expresién del miRNA por muestra. Lo anterior, se realizd por medio de
TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit, y los ensayos pre-formulados de TagMan
Advanced miRNA Assays, los cuales permiten hacer la deteccion especifica de los miRNAs
de interés. Estos ensayos contienen los cebadores para la RT (transcripcion reversa) y las
sondas de hidrolisis para la g°PCR. Su disefio innovador resuelve un problema fundamental
en la cuantificacion de miARNSs: el pequeiio tamaio de los miARNS maduros no permite un
disefio convencional en el que primero se lleva a cabo una RT con cebadores al azar seguido
por un ensayo especifico de PCR a tiempo real. El cebador de stem-loop cumple dos
objetivos: 1) la especificidad para s6lo un miARN maduro diana, y 2) la formacion de una
quimera cebador de RT/ miARN maduro, que extiende el extremo 5' del miARN. El amplicén
de RT resultante se somete a una PCR en tiempo real estandar, usando ensayos TagMan
(Figura 10).

miARN maduro -‘mm ’ Cebador de RT en loop

Paso 1:
Stem-loop
RT

I

A
-

Paso 2:
RTgPCR

Cebador Forward 'HHH“;IHuHHH"I

LR PP EE P LLLLLLLL R
% Sy Cebador Reverse
Sonda TagMan

Figura 10. Pasos para la PCR cuantitativa en tiempo real.

Finalmente, utilizando el método AACq se determinO la expresion relativa de cada
microRNA. Esta técnica permite detectar y evaluar la progresion de la reaccion de
amplificacion en cada uno de sus ciclos.
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Se fundamenta en la adaptacion a un termociclador de un lector de fluorescencia, que detecta
la fluorescencia emitida por sondas o componentes intercalantes unidos al DNA. La
monitorizacion de esta fluorescencia permite analizar la cinética de la PCR en cada uno de
sus ciclos, determinando el nimero de copias del fragmento de interés al inicio de la reaccion.

Anadlisis estadistico

Se realiz0 estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion de los
datos de acuerdo a la distribucién de los mismos para las variables clinicas. Las distribuciones
de las variables se analizaron con la prueba de Shapiro-Wilk. En el caso de las variables
categoricas se utilizé frecuencias absolutas y frecuencias relativas. En el caso de las variables
continuas con distribucion no normal se usé mediana y rango intercuarticular (RIC), y para
las distribuciones continuas normales se usé media y desviacion estandar. Las comparaciones
entre los grupos se realizaron con X? de Pearson o exacta de Fisher en el caso de las
proporciones; las comparaciones de las concentraciones de las variables continuas se
realizaron 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 distribucién no sea normal.

Se definio supervivencia global como el periodo entre la fecha que se realizé diagnostico
patoldgico en el INCan y la fecha de la ultima cita o muerte. Se definio supervivencia libre
de enfermedad al periodo entre la fecha en que se realizé la cirugia y la fecha de la recurrencia
o la ultima cita. Se definid recurrencia cuando se encontraron datos de enfermedad por
imagen o biopsia posterior de haber finalizado su tratamiento multimodal y progresion si no
existié un periodo libre de enfermedad. Las supervivencias se analizaron por el método de
Kaplan-Meier y las curvas se compararon utilizando log-rank. El andlisis estadistico se
realizd con el programa de STATA 14.1 y se considerara significativo un valor p < 0.05.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de
Cancerologia con el nimero de referencia CEI/338/2023 y por el Comité de Investigacion
del Instituto Nacional de Cancerologia con el nimero de referencia C1/0363/0023. El
consentimiento informado se realiz6 a cada paciente que donara algun tipo de tejido un dia
previo a la cirugia que esta programada.
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8. Resultados
Identificacion y aspectos clinicos de las muestras para la fase de descubrimiento

Para la fase de descubrimiento que se mandara a secuenciar, se obtuvieron un total de 48
muestras parafinadas de los cuales se seleccionaron 39 muestras dependiendo de la cantidad
y/o pureza de RNA, obteniendo un total de 10 (26%) para el carcinoma endometrioide grado
1-2, 4 (10%) para el carcinoma endometrioide grado 3, 7 (18%) para el carcinoma seroso
papilar, 6 (15%) para células claras, 5 (13%) para carcinosarcomay 7 (18%) controles sanos.
La mediana de edad es de 57.9 (RIC 52.1-65.2) afios, 29 (74.26%) estaban en menopausia al
momento del diagndstico, con una mediana del indice de masa corporal (IMC) de 26.4 (23.5-
32.9) (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas clinico patoldgicas de las pacientes de la fase de descubrimiento.
N=39 pacientes

Edadt 57.9 (52.1-65.2)
Menopausiai 29 (74.26)
Pesot 62 (60-77)
IMCY 26.4 (23.5-32.9)
Subtipo histolégicoi
Endometrioide G1-2 10 (26.0)
Endometrioide G3 4 (10.0)
Seroso papilar 7 (18.0)
Células claras 6 (15.0)
Carcinosarcoma 5(13.0)
Pacientes sanas 7 (18)

Abreviatura. IMC: indice de masa corporal
T mediana (rango intercuartilar)
I valor absoluto (%)

En cuanto a las caracteristicas clinico patoldgicas (Tabla 9) de esta cohorte de
descubrimiento, la median del tamafio tumoral fue de 40 (RIC 32-66) mm, 5 (15.6%)
reportaron afeccion miometrial superficial, 12 (37.5%) afeccion menor al 50% del
miometrio, 9 (28.1%) afeccién mayor al 50% del miometrio y 6 (18.8%) no fue posible
identificar la afeccion miometrial. Once (34.4%) de las pacientes tenian permeacion
linfovascular, 6 (18.8%) afeccidn cervical, 1 (3.1%) afeccion parametrial, 5 (15.6%) afeccion
a serosa, 2 (6.3%) afeccidn anexial, 7 (21.9%) afeccion ganglionar pélvica. En cuanto a las
etapas 13 (40.6%) eran etapas I, 2 (6.3%) etapa 1, 8 (25.0%) etapa I11 y 9 (28.1%) etapa 1V.
En cuanto a sus caracteristicas de tratamiento, 21 (65.6%) recibieron algun tipo de
adyuvancia, siendo 20 (62.5%) con quimioterapia y 16 (50.0%) radioterapia. Hay un total de
6 (18.8%) recurrencias.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas de las pacientes con adenocarcinoma de endometrio de la
fase de descubrimiento.

N=32 pacientes

Tamario tumoral (mm) + 40 (32-66)
Afeccion miometrial}
Superficial 5 (15.6)
< 50% 12 (37.5)
> 50% 9 (28.1)
No reportado 6 (18.8)
PLV? 11 (34.4)
Afeccion cervical 6 (18.8)
Afeccion parametrial 1(3.1)
Afeccion a serosaj 5 (15.6)
Afeccidn a anexos 2 (6.3)
Afeccion ganglionar pélvicaj
No 10 (31.3)
Si 7 (21.9)
No indicado 15 (46.9)
Afeccion ganglionar para adrticai
No 9(28.1)
Si 2 (6.3)
No indicado 21 (65.6)
Etapai
I 13 (40.6)
I 2 (6.3)
i 8 (25.0)
v 9(28.1)
Adyuvanciai 21 (65.6)
QTi 20 (62.5)
RTH 16 (50.0)
Recurrenciaf 6 (18.8)

Abreviaturas. PLV: permeacion linfovascular, QT: quimioterapia, RT: radioterapia.
T mediana (rango intercuartilar)
I valor absoluto (%)

Cuando se compard las caracteristicas clinico-patoldgicas, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la edad (p=0.010), menopausia (0.016) y la afeccion
ganglionar pélvica (p=0.036). En el resto de las variables analizadas no se encontr6 una
diferencia estadisticamente significativa (Tabla 10).

40




Tabla 10. Anélisis comparativo por subtipo histologico de las caracteristicas de las pacientes con carcinoma epitelial de endometrio de
la fase de descubrimiento. N=32

CEG1-2 CEG3 CSP cC CS P
10 (26.0) 4 (10.0) 7 (18.0) 6 (15.0) 5(13.0)

Edadt 52.6 (39.4-61.7)  46.7 (39.5-53.2)  66.7 (61.9-70.2) 58.5 (53.4-68.0) 57.6 (57.8-59.6)  0.010
Menopausia} 6 (75.0) 2 (50.0) 7 (100.0) 6 (100.0) 6 (85.7) 0.016
Pesot 70 (61-86.5) 81 (70.5-84.5) 57 (52-71) 59 (50-62) 65 (60-77) 0.065
IMC+ 30.7 (26.1-37.3)  33.7(29.7-34.3)  24.0 (22.2-29.9) 25.9 (23.5-26.5) 25.1(23.6-33.3) 0.139
Tamarfio tumoralf 58 (35-80) 65 (50-80) 32 (32-32) 5 (5-5) 35 (30-35) 0.120
Afeccion miometrial f

Superficial 1(12.5) 0 (0.0) 1(14.3) 1(16.7) 2 (28.6) 0.116

< 50% 6 (75.0) 1(25.0) 2 (28.6) 0 (0.0) 3 (42.9)

> 50% 0 (0.0) 3 (75.0) 3 (42.9) 3(50.0) 0(0.0)

NA 1(12.5) 0 (0.0) 1(14.3) 2(33.39 2 (28.6)
PLVi 1(12.5) 2 (50.0) 3 (42.9) 2 (33.3) 3 (42.9) 0.631
Afeccion cervicali 1(12.5) 3(75.0) 2 (28.6) 0(0.0) 0(0.0) 0.063
Afeccion parametrio} 0(0.0) 0(0.0) 1(14.29) 0(0.0) 0(0.0) 0.437
Afeccion a serosai 0(0.0) 1(25.0) 3(42.9) 1(16.7) 0(0.0) 0.092
Afeccion anexial 0(0.0) 0(0.0) 1(14.3) 1(16.7) 0(0.0) 0.410
Afeccion ganglionar pélvicaj

No 1(12.5) 1(25.0) 2 (28.6) 1(16.7) 5(71.4) 0.036

Si 1(12.5) 3 (75.0) 2 (28.6) 1(16.7) 0 (0.0)

NA 6 (75.0) 0 (0.0) 3(42.9) 4 (66.7) 2 (28.6)
Afeccion ganglionar para adrticaf

No 4 (50.0) 2 (50.0) 0(0.0) 0 (0.0) 3 (42.9) 0.086

Si 0(0.0) 1(25.0) 0(0.0) 1(67.7) 0 (0.0)

NA 4 (50.0) 1(25.0) 7 (100.0) 5(83.3) 4 (57.1)
Etapaf

I 4 (50.0) 1(25.0) 2 (28.6) 2 (33.3) 4 (57.1) 0.798

I 0 (0.0) 0 (0.0) 1(14.3) 0 (0.0) 1(14.3)

i 2 (25.0) 1(25.0) 3(42.9) 2 (33.3) 0 (0.0)

v 2 (25.0) 2 (50.0) 1(14.3) 2 (33.3) 2 (28.6)
Adyuvancia} 4 (50.0) 2 (50.0) 6 (85.7) 6 (100.0) 7 (100.0) 0.051
QT% 4 (50.0) 2 (50.0) 5(71.4) 4 (66.7) 5(71.4) 0.858
RT? 3(37.5) 2 (50.0) 3 (42.9) 4 (66.7) 4 (57.1) 0.835
Recurrenciaf 1(12.5) 1(25.0) 3(42.9) 0 (0.0) 1(14.3) 0.348

Abreviaturas. CE: carcinoma endometrioide, CSP: carcinoma seroso papilar, CC: células claras, CS: carcinosarcoma, IMC: indice de
masa corporal, PLV: permeacion linfovascular, QT: quimioterapia, RT: radioterapia.

1 mediana (rango intercuartilar)

1 valor absoluto (%)

La supervivencia global a 5 afios de la cohorte usada en la fase de descubrimiento fue de
75.2% (1C 95% 09.7-81.5), para el subtipo histologico endometrioide grado 1-2 fue de 87.5%
(1C 95% 38.7-98.1-89.3), para el endometrioide grado 3 de 50.0% (IC 95% 01.0-91.0), para
carcinoma seros papilar de 60.0% (IC 95% 12.6-88.2), para células claras de 100% Yy para
carcinosarcoma de 80.0% (IC 95% 20.4-96.7), sin haber una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.689) (Tabla 11) (Figura 11). La supervivencia libre de enfermedad a 5 afios
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general fue de 65.5% (IC 95% 40.7-81.9), para el subtipo histolégico endometrioide grado
1-2 fue de 83.3% (IC 95% 27.3-97.5), para el endometrioide grado 3 fue de 37.5 (IC 95%
1.0-80.8), para carcinoma seros papilar de 75.0% (IC 95% 12.3-96.1), para células claras de
62.5 (14.2-89.3) y para carcinosarcoma de 62.5% (IC 95% 14.2-89.3), sin haber una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.347) (Tabla 11) (Figura 12).

Tabla 11. Supervivencias por histologia en pacientes con adenocarcinoma de endometrio.
N=32

SG a5 afios (IC 95%) p SLE a5 afios (IC95%) p
General 75.2 (09.7-81.5) 65.5 (40.7-81.9)
CEG1-2 87.5 (38.7-98.1) 0.689 83.3(27.3-97.5) 0.347
CEG3 50.0 (01.0-91.0) 37.5 (1.0-80.8)
CSP 60.0 (12.6-88.2) 75 (12.3-96.1)
cC 100.0 62.5 (14.2-89.3)
CS 80.0 (20.4-96.7) 62.5 (14.2-89.3)

Abreviaturas. SLE: supervivencia libre de enfermedad, SG: supervivencia global, CE:
carcinoma endometrioide, CSP: carcinoma seroso papilar, CC: células claras, CS:
carcinosarcoma, IMC: indice de masa corporal, PLV: permeacién linfovascular, QT:
quimioterapia, RT: radioterapia.

1 mediana (rango intercuartilar)

1 valor absoluto (%)
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Figura 11. Supervivencia global por subtipo histologico de la cohorte de la fase de
descubrimiento.
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Figura 12. Supervivencia libre de enfermedad por subtipo histoldgico de la cohorte de la fase
de descubrimiento.

Del total de las muestras, la mediana de cantidad de RNA fue de 718.6 (496.8-1055) ng/dl,
con una mediana de razén 260/280 por espectrofotometria de 1.99 (1.94-2.02) y una mediana
de razén 260/230 de 2.04 (1.89-2.11). No hubo diferencia significativa en cuanto a la
cantidad y razones de pureza de RNA al ser comparado por subtipo histologico (Tabla 12).

Tabla 12. Cantidad y pureza de RNA comparado por grupos de estudio de la fase de
descubrimiento.

Total CEG1l- CEG3 CSP CcC CS Sanas p
2
Muestras 39 (100) 10 4(10.3) 7(179) 6(154) 5 7
(25.6) (12.8) (17.9)

Cantidad 718.6 592.4 636 724.9 804.4 1062 664.4 0.368
ng/dlf (496.8- (356-  (162.7- (541.3- (671.8-  (1055- (513.6-

1055) 1084) 1052.2) 895.8) 1057.3)  1090) 803.3)
260/2801 1.99 2.01 2.04 1.93 1.95 198 201 0.061

(1.94- (1.98- (2.01- (1.93- (1.91- (1.96- (1.98-

2.02) 2.03) 2.05) 2.01) 1.99) 1.99) 2.02)
260/2301 2.04 2.04 2.11 1.95 1.84 208 21 0.085

(1.89- (1.9- (2.03- (1.77- (1.77- (2.08- (2.02-

2.11) 2.06) 2.19) 2.08) 1.97) 2.14) 2.12)
Abreviaturas. CE: carcinoma endometrioide, CSP: carcinoma seroso papilar, CC:
celulas claras, CS: carcinosarcoma.

1 mediana (rango intercuartilar).
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Resultados de la secuenciacion masiva

Se mandaron a secuencias las 39 muestras y posteriormente se obtuvo un dataset en crudo
para el posterior analisis bioinformativo para tener las caracteristicas y control de calidad de
la informacion, un analisis por grupo y un analisis diferencia de miRNAs para obtener un
adecuado perfil de expresion.

Caracteristicas y calidad de la secuenciacion

Se hizo un andlisis bioinformatico con el cual se identifico las caracteristicas y la calidad de
los datos obtenidos para cada una de las muestras secuenciadas. El indice de Phred para todas
las muestras pasaron el filtro, ya que fue mayor de 35% para todas, lo que sugiere un factor
de error por base de 1 en 10,000; es decir, con un 99.99% de precision de que la base sea
correctamente nombrada (Figura 13). En cuento a la longitud de las transcripciones
secuenciadas, todas menos la muestra 3 tenian una longitud de ~ 22 nucledtidos de largo. La
muestra 3 estdn marcadas porque <25% de las secuencias tienen entre 20 y 25 nucledtidos
de longitud (Figura 14). Para el control de calidad después de retirar los adaptadores, no se
identificd el adaptador en un 91.9% de las lecturas de todas las muestras y s6lo en un 8% se
encontraron adaptadores (Figura 15). Para la mayoria de las aplicaciones, es deseable un alto
contenido de miRNA y un bajo contenido de rRNA y tRNA, en el total de las muestras se
econtro un 20.7% de miRNAs. Sin embargo, las muestras 3, 6, 14, 34, 47, 58, 59 y 61 tenian
un contenido de miRNA < 10% (Figura 16).

Para la complejidad de las secuencias de miRNAs para cada muestra, se ve que todas tienen
entre 400 y 1119 miRNAs secuencias distintas en funcion de la pofundidad de la
secuenciacion y que son conocidos para el ser humano (Figura 17).
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Figura 13. indice de Phred
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Figura 17. Complejidad de las secuencias de las miRNAS
Analisis por agrupamiento no supervisado

Se realiz6 un analisis de agrupamiento no supervisado de tipo jerarquico para encontrar
grupos y establecer si habia similitudes en los miRNAs secuenciados para cada muestra. Se
encontré una diferencia entre los miRNAs secuenciados del grupo de pacientes sanos y el
resto de las histologias tanto en el analisis de miRNAs. Asi mismo, se encontrd que entre las
distintas histologias habia ciertas similitudes entre los miRNAs secuenciados, aunque Si
mostraban ciertas diferencias entre ellos (Figura 18).
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Figura 18. Agrupamiento de las muestras por histologia segun las caracteristicas generales
de los miRNAs. Abreviaturas: CC: carcinoma células claras, CONTROL.: pacientes sanas,
CS: carcinosarcoma, G1: carcinoma endometrioide grado 1 y 2, G3: carcinoma
endometrioide G3, SP: carcinoma seroso papilar.

46




Diferencial de expresion de miRNAs por histologia

Se realizé un analisis de expresion diferencial entre las pacientes sanas y cada una de las
histologias para obtener el perfil de miRNAs especifico para cada uno. En la figura 19 se
muestran los miRNAs sobrexpresados y subexpresados para la histologia carcinoma
endometrioide grado 1y 2, en la figura 20 para el carcinoma endometrioide grado 3, en la
figura 21 para el carcinoma seroso papilar, en la figura 22 para el carcinoma de células claras
y en la 23 para el carcinosarcoma.

Differential Expression in miRNAs in Endometrial Carcinoma of histological type: Endometrial G1

10gFC (Fold Change)

sssssssss

Average logCPM (Cost Per Million)

Figura 19. Los miRNAs expresados diferencialmente se muestran resultados con puntos
rojos. Los que tienen un logFC negativo son equivalentes a los transcritos expresados en el
subtipo histoldgico carcinoma endometrioide grado 1 y 2, mientras que los que tienen un
valor positivo son transcritos expresados en las muestras con tejido sano. Las lineas azules
representan un cambio de relacion. En los puntos donde hay mas de dos miRNAs, los puntos
no se pueden distinguir por separado o porque coinciden con las mismas coordenadas. Los
miRNAS que estan con negro estan expresados exclusivamente en carcinoma endometrioide
grado 1y 2.

Differential Expression in miRNAs in Endometrial Carcinoma of histological type: Endometrial G3

IogFC (Fold Change)
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Figura 20. Los miRNAs expresados diferencialmente se muestran resultados con puntos
rojos. Los que tienen un logFC negativo son equivalentes a los transcritos expresados en el
subtipo histologico endometrioide grado 3, mientras que los que tienen un valor positivo son
transcritos expresados en las muestras con tejido sano. Las lineas azules representan un
cambio de relacion. En los puntos donde hay mas de dos miRNAs, los puntos no se pueden
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distinguir por separado o porque coinciden con las mismas coordenadas. Los miRNAs que
estan con negro estan expresados exclusivamente en carcinoma endometrioide grado 3.

Differential Expression in miRNAs in Endometrial Carcinoma of histological type: Papilar Serosous
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Figura 21. Los miRNAs expresados diferencialmente se muestran resultados con puntos
rojos. Los que tienen un logFC negativo son equivalentes a los transcritos expresados en el
subtipo histoldgico de carcinoma seroso papilar, mientras que los que tienen un valor positivo
son transcritos expresados en las muestras con tejido sano. Las lineas azules representan un
cambio de relacion. En los puntos donde hay mas de dos miRNAs, los puntos no se pueden
distinguir por separado o porque coinciden con las mismas coordenadas. Los miRNAs que
estan con negro estan expresados exclusivamente en el carcinoma seroso papilar.

Differential Expression in miRNAs in Endometrial Carcinoma of histological type: Clear Cells

I0gFC (Fold Change)
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Figura 22. Los miRNAs expresados diferencialmente se muestran resaltados con puntos
rojos. Los que tienen un logFC negativo son equivalentes a los transcritos expresados en el
subtipo histoldgico carcinoma de células claras, mientras que los que tienen un valor positivo
son transcritos expresados en las muestras con tejido sano. Las lineas azules representan un
cambio de relacion. En los puntos donde hay mas de dos miRNAs, los puntos no se pueden
distinguir por separado o porque coinciden con las mismas coordenadas. Los miRNAs que
estan con negro estan expresados exclusivamente en carcinoma de células claras.
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Differential Expression in miRNAs in Endometrial Carcinoma of histological type: Carcinosarcoma
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Figura 23. Los miRNAs expresados diferencialmente se muestran resaltados con puntos
rojos. Los que tienen un logFC negativo son equivalentes a los transcritos expresados en el
subtipo histoldgico carcinosarcoma, mientras que los que tienen un valor positivo son
transcritos expresados en las muestras con tejido sano. Las lineas azules representan un
cambio de relacion. En los puntos donde hay mas de dos miRNAs, los puntos no se pueden
distinguir por separado o porque coinciden con las mismas coordenadas. Los miRNAs que
estan con negro estan expresados exclusivamente en carcinosarcoma.

En la tabla 13 se muestran 10 de los principales miRNAs que no estan expresados en las
muestras control (pacientes sin cancer) y si estan expresados en cada histologia y con un
valor p < 0.001.
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Tabla 13. Se muestran 10 de los principales miRNAs expresados en los distintos tipos
histopatol6gicos de carcinoma de endometrio.

hsa-mir-1-2 -2.827024937 11.81255251 0.000654922
hsa-mir-381 -1.807774733 8.611909664 0.00061254
hsa-mir-1-1 -2.886333892 11.42638725 0.000353352
hsa-mir-199b -2.05267183 12.44366293 0.000290588
hsa-mir-4510 -2.578081451 2.856181571 0.000115204
hsa-mir-9985 -2.182285656 3.87666461 8.74E-05
hsa-mir-4770 -4.11014502 1.139581487 5.11E-05
hsa-mir-455 -2.155488322 10.31973606 3.93E-05
hsa-mir-379 -2.281452459 8.102785912 3.63E-05
hsa-mir-542 -2.510178748 4.431947831 2.14E-05

hsa-mir-9985 -2.581641675 4.055867764 0.000901906
hsa-mir-675 -2.281140123 5.673073618 0.000880232
hsa-mir-5186 -4.405347574 2.019053783 0.000786973
hsa-mir-655 -4.397432692 2.005809596 0.000368568
hsa-mir-196b -2.519068457 9.174944692 0.000208233
hsa-mir-143 -3.585245015 18.88048416 7.31E-05
hsa-mir-1-1 -3.230898649 11.78608451 4.51E-05
hsa-mir-582 -2.948718527 6.724677943 2.32E-05
hsa-mir-1-2 -3415163012 1216255927 1.52E-05
hsa-mir-187 -3.090200398 4.928129695 8.07E-06

hsa-mir-196a-1 -1.52166338 3.82756652 0.00604735
hsa-mir-127 -2.011160812 11.4329235 0.000839412
hsa-mir-7108 -2.055144211 6.314734739 0.000993567
hsa-mir-4508 -2.245728763 4.991628162 0.000571968
hsa-mir-4787 -2.485285988 3.865764504 4E-05
hsa-mir-190b -2.53219674 3.852583101 0.000697534
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hsa-mir-4443 -2.610170505 4.873126488 9.96E-05
hsa-mir-485 -2.677222192 6.652143817 0.000898387
hsa-mir-5787 -2.727614146 5.094091264 8.17E-05
hsa-mir-6752 -2.767440373 4.661209747 8.34E-06

hsa-mir-100 -2.803 13.541 3.64E-06
hsa-mir-195 -2.873847111 8.830085657 0.000285186
hsa-mir-10b -2.892490932 15.88397078 2.73E-06
hsa-mir-3910-1 -3.082054 1.443045 0.000117923
hsa-mir-504 -3.085726158 7.209586817 6.37E-06
hsa-mir-99a -3.784318562 16.13161875 5.91E-05
hsa-mir-145 -4.189444965 14.61796059 2.81E-07
hsa-mir-873 -4.590703333 5.057995803 7.36E-10
hsa-mir-143 -4.599418286 18.58288111 3.79E-10
hsa-mir-133a-1 -6.025736748 9.200371856 1.03E-15

hsa-mir-139 -2.702407078 8.383929564 0.000159655
hsa-mir-432 -3.177270251 3.292564697 7.12E-05
hsa-mir-495 -3.226389331 5.306435258 4.37E-06
hsa-mir-543 -3.257220931 3.409055479 3.16E-07
hsa-mir-381 -3.534226538 8.651687288 4.51E-06
hsa-mir-379 -3.630362148 8.279947784 5.63E-06
hsa-mir-494 -3.74139624 4.049604907 9.33E-07
hsa-mir-143 -3.833001672 18.78835627 9.25E-05
hsa-mir-145 -3.846307554 14.77598859 1.86E-05
hsa-mir-424 -3.971234168 6.914506583 1.06E-08

Abreviaturas. logFC: logaritmo de fold change, logCPM: logaritmo de cuentas por millon.

Perfil seleccionado para cada histologia

El perfil de miRNAs final que se selecciond para cada histologia se realizdé tomando en cuenta
los miRNASs expresados fuera de forma especifica para cada subtipo histoldgico, que tuvieran
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un logFC y un valor p en menor cantidad. En la tabla 14 se muestra los perfiles finales de

miRNAs seleccionados para cada subtipo histolégico.

Tabla 14. Perfil de miRNAs especifico para cada subtipo histologico.
miRNA | logFC | logCPM | Valor p
Carcinoma endometrioide G1 y G2
hsa-mir-379 -2.28145246 8.10278591 3.63E-05
hsa-mir-455 -2.15548832 10.3197361 3.93E-05
hsa-mir-542 -2.51017874 4.43194783 2.14E-05
Carcinoma endometrioide G3
hsa-mir-187 -3.0902004 4.9281297 8.07E-06
hsa-mir-582 -2.94871853 6.72467794 2.32E-05
hsa-mir-675 -2.2811401 5.67307362 0.00088023
Carcinoma seroso papilar
hsa-mir-129-1 -2.58366084 6.4766503 0.00117605
hsa-mir-196a-1 -1.52166338 3.82756652 0.00604735
hsa-mir-485 -2.67722219 6.65214382 0.00089839
Carcinoma de células claras
hsa-mir-99a -3.784 16.131 5.91E-05
hsa-mir-100 -2.803 13.541 3.64E-06
hsa-mir-133a -6.02573675 9.20037186 1.03E-15
Carcinosarcoma
hsa-mir-139 -2.70240708 8.38392956 0.00015966
hsa-mir-143 -3.83300167 18.7883563 9.25E-05
hsa-mir-424 -3.971 6.914 1.06E-08
Abreviaturas. logFC: logaritmo de fold change, logCPM: logaritmo de cuentas por millon.

Fase de validacién

Se tomo en consideracion para esta validacion una cohorte independiente con muestras del
tumor primario congeladas de pacientes con cancer de endometrio de histopatologia no
endometrioide y se compraron los niveles de expresion con controles sanos con técnica PCR
cuantitativa en tiempo real. No hubo diferencia estadisticamente significativa en la expresion
en la histologia de células claras para el mMiRNA-99a (p=0.667), miRNA-100 (p=NA) ni en
el mMiRNA-133a (p=NA) (Figura 24). En la histologia de carcinoma seroso papilar, no hubo
diferencia en expresion de los miRNA-129-1 (p=0.857), miRNA-196a-1 (p= 0.286), ni en el
miRNA-485 (p=0.333) (Figura 24). En la histologia de carcinosarcoma el miRNA-139
(p=0.5982) y el miRNA-143 (p=0.581) no tuvieron diferencia de expresion en comparacion
con el control (Figura 24). De los miRNAs seleccionados en la fase de descubrimiento de
histologias no endometrioide, el mMiRNA-424 para carcinosarcoma fue el Unico que tuvo una
diferencia de expresion estadisticamente significativa en comparacion con los controles
sanos (p=0.044) (Figura 25).
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Figura 24. Validacion con técnica en PCR en tiempo real de los miRNAs seleccionados para
los perfiles de cada histologia no endometrioide (* es estadisticamente significativo).

o —
N
< 2 p=0.044
> - —
€ o~ | |
o]0} ' T
(@) |
- @ - :
—_—
| |
Control miR424

MIiRNA 424 en carcinosarcoma

Figura 25. Resultados de validacién con PCR en tiempo real en muestra independiente del
mMiRNA-424. Se muestra una subexpresion del miRNA-424 en pacientes con CEE de tipo
carcinosarcoma en comparacion con los controles sanos (p=0.044).

53




Analisis bioinformatico de ubicacion, sitios de unién e interacciones con las vias
de senalizacion del miRNA-424

A través de las plataformas miRBASE se identificé la ubicacion y secuencia del miRNA-424
en el genoma.'2 El miRNA esté ubicado el cromosoma X desde p11.3 hasta q22.3. Pertenece
a la familia de los miR-322 (Figura 26).
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Figura 26. Secuencia y ubicacion del miRNA-424

La estructura y la secuencia de las bases del miRNA-424 son las siguientes:

aC AA g c
cgagggg ua AGCAGC UUCAUGUUUUGAA uguu

PO LT TR w
gcucccc aU UCGUCG GAGUGCAAAACuUU guaa

gggguggaagauggaaggggu cA CG g a

Secuencia de las bases: CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA

Se buscd de forma intencionada los sitios o blancos del miRNA-424 a través de las
plataformas miRTarBase, TargetScan y Diana-TarBase.}?*1% Se identificaron los distintos
mRNA blancos potenciales para la interaccion con miRNA-424, y posteriormente se
seleccionaron los que estuvieran asociados a procesos oncoldgicos y particularmente con
CEE (Tabla 15).

54



Tabla 15. Blancos mas frecuentes descritos en CEE y en otras neoplasias

Gene blancos

Target Gene (ldentificador)

Vias de sefializacion en cancer epitelial de ccndl 595
endometrio de KEGG. map2k1 5604
Sitios de unién asociados al cancer epitelial de ccnd3 896
endometrio. conel 898
cdc25a 993
cdk6 1021
cdx2 1045
chekl 1111
e2f6 1876
fasn 2194
fgf2 2247
fofrl 2260
hifla 3091
smad3 4088
smad7 4092
myb 4602
siahl 6477
tgfbr3 7049
weel 7465
piasl 8554
socs2 8835
kdm5b 10765
Sitios de union descritos en otras neoplasias. itprl 3708
nfia 4774
plagl 5324
ptchl 5727
spil 6688
cul2 8453
cdclda 8556
S0cs6 9306
kif23 9493
atf6 22926
anin 54443
Sitio de unién no descrito en neoplasias cenf 899
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Se encontraron varias vias de sefializacion de procesos patoldgicos y fisiologicos asociadas
con el mMiRNA-424, de las cuales se escogio la hsa05213, relacionada con el CEE. A través
de la plataforma DIANA-mIiRPATH y OncomiR se identificaron los sitios de union del
miRNA-424 y su interaccion en las vias de sefializacion para CEE propuestas por la
KEGG.1971%8 Entre los distintos sitios de unién de la via de sefializacion, se identifico que el
miRNA-424 tenia interaccion con MAP2K1 (también MEK1) y CCND1 (marcado con rojo
en Figura 27). EI miRNA-424 tiene sitios de union para suprimir la transcripcion de MAP2K1
(también MEK1) y CCND1; y estos genes estan descritos en las vias de sefalizacion
asociadas en el CEE en las librerias de KEGG y de GO.

Qe
- S

Figura 27. Via de sefializacion de CEE de la libreria KEGG. En rojo se sefiala los sitios de union de
los mMRNAs del miRNA-424. Las proteinas afectadas serian MAP2K1y CCND1.
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9. Discusién

En el presente estudio, se cumplio el objetivo de identificar un perfil de expresion particular
de miRNA para cada una de las histologias del CEE. Estos perfiles de expresion identificados
se han relacionado con multiples neoplasias, y algunos de los mMiRNAs especificos se asocian
en procesos oncologicos del CEE.

Para el CEE tipo endometrioide G1-2 los miRNAs seleccionados para el perfil fueron el
MiRNA-455-5p, el miRNA-379-5p y el mMiRNA-542-5p. EI miRNA-455-5p esté identificado
en el cromosoma 9, y existen 256 posibles sitios de union a miRNA. Este no se ha reportado
en CEE pero si en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson.
Adicionalmente se ha descrito de la via de sefializacion de Notch en relacion con la
proliferacion, crecimiento, diferenciacion y apoptosis y que tiene una relacion en cancer de
mama, linfomas y cancer de colon.®® Por otro lado, miRNA-379-5p se ha descrito en el
cromosoma 14, el cual tiene 120 posibles sitios de union a miRNA; no se ha descrito en CEE
pero si en carcinoma hepatocelular y cancer de pulmoén de células pequefias y en vias de
VVPH, sefializacion de erb-B y VEGF, asi como en la via de sefializacion de PI3K-Akt. Por
ultimo, el mMiRNA-542-5p se transcribe del cromosoma X, con al menos 1047 posibles sitios
de unioén a miRNA. Este miRNA si se ha descrito en CEE particularmente en la sefializacion
de PI3K-Akt y GFR/EGFR,10.101

Para el CEE tipo endometrioide G3 los miRNAs seleccionados para el perfil fueron el
miRNA-187-5p, el mMiRNA-582-5p y el miRNA-675-5p. El miRNA-187-5p esta reportado
en el cromosoma 18 y tiene aproximadamente 3241 posibles sitios de union. No reportado
en CEE, pero si se ha reportado en estereidogénesis del ovario y en cancer cervicouterino
(PI3K/AKI). EI miRNA-582-5p se transcribe a partir del cromosoma 5 y presenta 626
posibles sitios de unién. Se ha reportado en CEE en las vias de sefializacién de PKB/Akt y
caspasa 9; sobre todo en CEE G1-G2. Por ultimo, el miRNA-675-5p esta ubicado en el
cromosoma 11 con al menos 1342 posibles sitios de union a iRNA. Este miRNA si se ha
reporta en CEE tipo endometrioide G3, posiblemente en vias de sefializacion en P53 y en el
ciclo celular.1%2

Para el CEE de tipo células claras los miRNAs seleccionados para el perfil fueron el miRNA-
99a-5p, el miIRNA-100-5p y el miRNA-133a-5p. EI miRNA-99a-5p esta ubicado en el
cromosoma 21, reportando 59 posibles sitios de unién a mRNA. No se ha reportado en CEE
y mucho menos en carcinoma de células claras, pero si en cancer epitelial de ovario,
particularmente en las vias de sefializacién de P53 y algunas vias de sefializacion en el
proceso de malignizacion de las células. EI miRNA-100-5p esta reportado en el cromosoma
11 con 47 sitios de unién. Este miRNA si se ha reportado en CEE en la via de sefializacion
de PKB/AKkt asi como en vias de sefializacion como p53, apoptosis y las vias de mTOR. El
miRNA 133a-5p esta reportado en el cromosoma 18 con 496 posibles sitios de union a
miRNA. Se ha reportado en CEE en la via de sefializacion de GFR(EFGR), asi como en otras
vias de sefializacion como PI3K-Akt y en mTOR.1%2
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En el CEE de tipo seroso papilar los miRNAs seleccionados para el perfil fueron el miRNA-
129-5p, el mMiIRNA-1961-5p y el miRNA-485-5p. EI miRNA-129-1 (o también miRNA-129-
5p) esta ubicado en el cromosoma 7, existen 732 sitios de unién a mRNA. Se ha reportado
en CEE afectando vias de PDK1, ECAD, APC y ERK. EN otras neoplasias se ha descrito en
vias de sefializacion de p53en CDK4/6 y en OGF, asi como en PI3K-AKT en GF, ECM,
PDK1, S6, CDK y ERK. Por altimo, se ha descrito en vias de apoptosis del ciclo celular. El
miRNA 196a-1 esta ubicado en el cromosoma 17, y tiene 364 sitios de union. Se ha reportado
en CEE afectando p21 asi como en las vias de sefializacion de P53, y se ha descrito en vias
de sefializacion de PI3K-AKT en p21, p27, p27kipl. EI miRNA-485-5p esta ubicado en el
cromosoma 14, tiene 440 sitios de unién a mRNA. No se ha reportado en CEE, pero si en
maultiples neoplasias como higado y pulmon. Se ha reportado en via de AMPK y mTOR.

Por ultimo, en el CEE de tipo carcinosarcoma los miRNAs seleccionados para el perfil fueron
el miRNA-139-5p, el miRNA-143 y el miRNA 424. El miRNA-139-5p esta ubicado en el
cromosoma 11 y tiene al menos 820 sitios de union. Se ha reportado en CEE en vias de PI3K-
AKT y en RAS. Asi mismo, se ha descrito en muchas neoplasias malignas afectando las vias
de sefializacién de apoptosis, mTOR, PI3K-Akt. EI miRNA-143 estd ubicado en el
cromosoma 5, y tiene 487 sitios de union a mRNA. Se ha descrito en CEE en vias de
PkB/AKT, en RAS, RAF y KRAS, asi como en otras vias se sefializacion de apoptosis, PI3K-
Akt, P53y mTOR. Por ultimo, el miRNA-424 esté ubicado en el cromosoma X, reportando
1349 sitios de union a mRNA. Se ha descrito en descrito en CEE en vias de CCDN1y MAP.
Por ultimo, se ha reportado en otras vias se sefializacion como VEGF, P53, PI3K-Akt y en
E2F6 Este ultimo miRNA es el que tuvo una validacion independiente, por lo que se
describira y analizaran sus particularidades.

Vias de sefializacion y sitios de unién para el miRNA-424 para carcinosarcoma

Existe mucha evidencia que asocia el mMiRNA-424 en diferentes tipos de patologias como es
en resistencia a la insulina, psoriasis o alteraciones en el esperma entre otras. Sin embargo,
el miRNA-424 se ha asociado en multiples neoplasias malignas y en su relacion con el
diagnostico, tratamiento y pronostico.

Se ha visto la sobreexpresion o subexpresion del miRNA-424 puede afectar la funcién de
distintos oncogenes o de genes supresores de tumor. Asi mismo, la expresién de miRNA-
424 puede verse afectado por otros RNA no codificantes. Adicionalmente, se ha
evidenciado que el mMiRNA-424 esta involucrado en proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, invasion, angiogénesis y resistencia a farmacos, y juega un papel importante en
el tumor génesis y progresion de neoplasias regulando la expresion génica a nivel
postranscripcién. Por altimo, hay evidencia que ha demostrado que modificar la expresion
de miRl\gA-424 pudiera regular ciertos genes diana que tambien se puede alterar la funcién
celular.1%3

58




Se encontraron varias vias de sefializacion de procesos patoldgicos y fisiologicos asociadas
con el mMiIRNA-424 y que se describieron en el mapa de sefializacion hsa05213, relacionada
con el CEE.1%7198 Entre los distintos sitios de union de la via de sefializacion, se identifico
que el mMiRNA-424 tenia interaccion con MAP2K1 (también MEK1) y CCND1. El miRNA-
424 tiene sitios de union para suprimir la transcripcion de MAP2K1 (también MEK1) y
CCND1,; y estos genes estan descritos en las vias de sefializacion asociadas en el CEE en las
librerias de KEGG y de GO.107:108

La MAP quinasa quinasa especifica dual 1 (MAP2K1) es una quinasa que actla regulando
sefiales extracelulares de transduccion medidas por p38 y estéa relacionada con diversos
procesos celulares como proliferacion celular, diferenciacion, regulacion en transduccion y
desarrollo a través de la fosforilacion de residuos de tirosina y treonina con la activacion de
quinasa MAP.X% En un estudio en donde se evalud el papel de MAP2K1 en CEE se
encontrd que la inhibicion de Kras a través de la inhibicion de MAP2K1 daba como
resultado activacion de la sefializacion de los receptores de estrogeno y esto se relacionaba
con la malignizacion de células endometriales.i10

El gen CCND1 codifica para la ciclina D1 que es una proteina que actta en el ciclo celular,
especificamente en G1/S.1! Su funcidn es actuar como subunidad reguladora del complejo
Cdk4 o Cdke6 en la transicion de G1 a S en el ciclo celular. Asi mismo interacciona con la
proteina de Rb.1*! La expresion de la proteina ciclina D1 se ha asociado de forma
significativa en la formacion de CEE, sobre todo en pacientes con antecedente de neoplasia
intraepitelial. En un estudio de 193 pacientes con alteraciones en CCND1 se encontr6 que
un mayor grado, histologias de peor pronostico y mostraron una expresion media de
CCND1 mas alta en comparacion con los CEE de mejor prondstico. Ademas, las pacientes
presentaban con mayor frecuencia la permeacion linfovascular (p= 0.006), mayor invasion
miometrial (p<0.001) y mayor probabilidad de afeccion ganglionar (p <0.001) tuvieron una
expresion en mayor proporcion de CCND1.12 Alteraciones en la expresion de la proteina
del ciclina D1 (CCND1)se ha relacionado con el CEE (sensibilidad del 71% una
especificidad del 84% y AUC del 0.82 p<0.001), inclusive con una asociacion con
metastasis a ganglios linfaticos cuando hay una sbre expresion de CCND1 (sensibilidad
54.2%, especificidad del 75%, AUC 0.674; p=0.003).1%3

Por otro lado, el mirnA-424 se ha asociado también con alteraciones en la expresion de
E2F6 y en el crecimiento de las células de CEE. En un estudio que se evalud el estado de
miRNA-424 en tejidos de CEE se encontr6 asociacion con la etapa, el grado de
diferenciacion, la probabilidad de afeccion a ganglios y su capacidad de migracion. Se
describid que el E2F6 seria un posible objetivo de miRNA-424 y que E2F6 regulaba
negativamente la expresion de miR-424.1* En otra revision de la relacion de CEE y el
miRNA-424 se encontro que el miRNA-424 puede inhibir la proliferacion celular al evitar
la traduccion de E2F7, aumentar la apoptosis celular y provocar la detencién del ciclo
celular. Otro estudio encontrd que miR-424 puede inhibir la invasion celular al inhibir
MMSET, asi como también inhibir la migracion celular mediante la regulacion negativa de
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DCLK1. miR-424 también puede apuntar al receptor de estrogeno —1 acoplado a proteina
G (GPER-1), que a su vez afecta la via de sefializacion PISK/AKT para regular la
proliferacion celular.1%3

El miRNA-424 que tuvo la validacion con la cohorte independiente ha sido explorado
ampliamente con varios sitios de union y que ofrecen un potencial terapéutico. En un
estudio con lineas celulares de CEE se evalu6 que voxtalisib en combinacion con
pimasertib podian inhibir las vias de MAP2K1 y PI3/MAPK.*® Otro potencial blanco
terapéutico del miRNA-424 es asociado a la desregulacion de FGFR1 como es el caso del
futibatinib, un inhibidor irreversible de FGFR1-4, demuestra una actividad antitumoral
selectiva y potente contra lineas celulares cancerosas desreguladas por FGFR y modelos de
xenoinjegto, lo que respalda la evaluacion clinica en pacientes con tumores impulsados por
FGFR.1!

Aspectos clinicos de los pacientes con CEE

Por ultimo, se evaluaron los factores clinicos asociados corroborando que el subtipo
histoldgico es un factor que afecta la supervivencia global. Asi mismo, los subtipos de mal
prondstico, sobre todo el carcinoma seroso papilar y el carcinosarcoma, son los que presentan
un peor pronostico. Esto es acorde a lo reportado en la literatura, en un estudio realizado con
163 pacientes con cancer epitelial de endometrio con subtipos histolégicos de mal prondstico,
la supervivencia libre de progresion a 2 afios fue peor en los casos de carcinosarcoma
(79.4%), seguida de los casos ceélulas claras (87.2%), carcinoma endometrioide grado 3
(92.2%) y carcinoma seroso papilar (95.5%), encontrando una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0.015). En cuanto a la supervivencia global a 2 afios se encontré menor en
los casos de células claras (70.0%), seguida de carcinosarcoma (76.7%), carcinoma serosos
papilar (86.7%) y el tipo endometrioide grado 3 (87.9%); sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre los grupos (p = 0.071).°° También hay que recalcar que estos subtipos
histoldgicos de mal prondstico se asociacion a una presentacion mas avanzada.

Segun los resultados, el subtipo carcinosarcoma ha sido el que se ha presentado de una forma
mas agresiva, observando una mayor proporcién de etapas avanzada, reflejado en una mayor
cantidad de pacientes con afeccidn parametrial, afeccion a serosa y un mayor tamafio tumoral
en comparacién con otros subtipos. Asi mismo, se identificé que estos son factores se asocian
a una peor supervivencia global y libre de enfermedad. Y también, en el analisis de
supervivencia, se encontrd que esta era el subtipo histoldgico con peor supervivencia global
y supervivencia libre de enfermedad.

En el estudio de Zhang et al. en donde compard 44 pacientes con carcinosarcomas, 118 tipo
endometrioide grado 3, 118 carcinomas seroso papilares y 48 células claras, encontro que los
carcinosarcomas uterinos tuvieron resultados significativamente peores (supervivencia
general, supervivencia especifica de la enfermedad y supervivencia libre de recurrencia) en
comparacion con endometrioides grado 3, los carcinomas seroso papilares y células claras (P
<0.001), mientras que los otros 3 compartieron resultados similares. El tipo de
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carcinosarcoma fue un factor independiente, incluso estratificado por etapa. Ochenta y tres
por ciento de los pacientes con carcinosarcoma recurrieron en 1 afio. En comparacion con los
carcinomas serosos papilares y los carcinomas de células claras, los pacientes con
carcinosarcoma tuvieron mayor afeccion del estroma cervical (P = 0.046).*'” En otro estudio,
el analisis multivariado en 127 mujeres sugirié que tanto la enfermedad en estadio I11-1V (HR
3.8 IC 95% 2.1-7.0; p < 0.00001) como el subtipo histolégico carcinosarcoma (HR 3.2 IC
95% 1.7-5.9; p < 0.003) fueron los méas asociados a un peor prondstico. En el analisis de
casos limitados a etapas | y Il, 24/28 (86%) endometrioide grado 3, 18/24 (75%) no
endometrioide y 11/25 (44%) carcinosarcomas sobrevivieron, lo que sugiere un peor
resultaczg)8 para el endometrio carcinosarcoma en comparacion con los otros subtipos (p <
0.008).

Un factor que se ha asociado a la supervivencia libre de enfermedad de forma importante es
la presencia de permeacion linfovascular (HR 4.34, IC 95% 1.28-14.68), y esta se presenta
en mayor proporcion en las histologias carcinoma seroso papilar (77.78%) y carcinosarcoma
(60%). Esto ha sido descrito por en un estudio de mas de 4,000 pacientes en donde la
presencia de permeacion linfovascular se presentaba mas frecuentemente en las histologias
no endometrioides (34% versus 17%) y se asociaba a una peor supervivencia libre de
progresion.t®

La afeccion ganglionar siempre se ha considera como un factor de mal prondéstico, en estos
resultados se encontrd que la afeccion a ganglios pélvicos se encontrar con mayor proporcion
en pacientes con carcinoma seros papilar (41.18%). También se encontrd que la afeccién
ganglionar influye en la supervivencia libre de enfermedad (HR 6.74 IC 95% 1.61-28.22).
En el estudio de Kumar se describié que los subtipos histologicos no endometrioides tenian
un 34% de afeccion ganglionar pélvica en comparacion el 12% del endometrioide.!?
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10. Conclusiones

Se describio un perfil de expresion de miRNAs para cada una de las histologias de CEE.
Cada miRNA descrito en los perfiles de expresion se mencionan en mayor o menor
proporcion en vias de sefializacion involucradas en diferentes procesos oncoldgicos, y
algunos de ellos particularmente en el CEE. En la validacién independiente, el miRNA-424
estuvo subexpresado en pacientes con carcinosarcoma, el cual estd descrito en un gran
numero de estudios sobre alteraciones ginecologicas y en la regulacién del comportamiento
bioldgico de los tumores malignos en la expresion de genes diana. El miRNA-424 puede
convertirse en un marcador importante para el diagnostico y pronostico de estos tumores,
ademas de tener el potencial terapéutico.'?! El subtipo histolégico de carcinosarcoma en el
cancer epitelial de endometrio es un factor de mal pronoéstico tanto para la supervivencia
global como para el periodo libre de enfermedad.

Fortalezas y limitantes

Entre las fortalezas del estudio, se descubrid un perfil especifico para cada histologia del CEE
incluyendo las histologias de mal prondstico. Asi mismo, se validé el mMiRNA-424 en la
histologia carcinosarcoma por primera vez, el cual ya se habia descrito previamente en CEE
de tipo endometrioide. Por ultimo, es el primer estudio que en poblacion mexicana que evalta
perfiles de miRNAs en CEE y sus distintas histologias. Esto ofrece biomarcadores y blancos
terapéuticos potenciales para que en un futuro puedan ser manejados.

Entre las limitantes del estudio, no fue posible realizar la validacién para cada uno de los
perfiles de miRNAs con una segunda técnica debido a que no se contaban con suficientes
muestras congeladas en el periodo de recoleccion debido a que son histologias poco
frecuentes. En cuanto a las histologias CEE de tipo endometrioide G1-2 y para
endometrioide G3, la validacion no fue posible debido a falta de recursos para completarla.
Sin embargo, esta validacion se realizara posteriormente. Por Gltimo, es importante recalcar
que no fue posible realizar una evaluacion de supervivencias debido al seguimiento corto que
dificulta la obtencion de eventos (recurrencia y muerte) necesarios para tener un analisis
prondstico mas exacto; el subtipo histolégico de células claras no se ha comportado como lo
reportado en la literatura, ya que las pacientes no han tenido recurrencias ni han fallecidos,
viéndose reflejado en las curvas de supervivencia; y por Gltimo, se han obtenido pocas
muestras de histologias de mal pronéstico como células claras.
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12. Anexos

Carta aprobacion de Comité de Investigacion y del Comité de Etica en Investigacion del
INCan

SALUD | iy wemeen

Ciudad de México, 11 de mayo 2023
REFANCAN/CV0367/2023

Dr. Salim Abraham Barquet-Mufioz
Investigador P ol

PRESENTE

m@maumwe.muumwmmcma
se presenid el Protocolo: “Distribucién de la Clasificacion

Molecular del Céncer de Endometrio en Paclentes Mexicanas”, con nimero de

aprobacion: (023/028/0MI) (CEV017/23) con los siguientes documentios:

1. qumab Unico de Protocolo “Distribucion de la Clasificacion Molecutar del
Cancer de Endometrio en Pacientes Mexicanas. Versién 3.0. En espanol
Fecha 02 de mayo del 2023

LdeﬂMﬁ«hWMwhd@mmmm
mgonadosm;mplmommmdemm de la caiidad Mcnica y
cien €

Asi mismo los integrantes del Comité de Investigacién decidieron:
APROBARLO

Estaapmbaaénﬁonevigondnhasudﬂdomyodom&wbmeeomo
necesanole solicitamos atentamente 0 de

Ia sus ion . Asimismo le comunicamos que

omiso ineludible de informar a los
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REF/INCAN/CEI/338/2023

Dr. Salim Abraham Barquet-Mufioz
Investigador Principal
PRESENTE

Comunicamos a usted que, en la Novena Sesion Ordinaria del Comité de Investigacion
se presentd el Protocolo Distribucién de la Clasificacion Molecular del Cancer de
Endometrio en Pacientes Mexicanas. Version 3.0. En espaiiol. Fecha 02 de
mayo del 2023, (023/028/ICI/(CEI017/23)

1. Formato Unico de Protocolo *Distribucién de la Clasificacion Molecular del
Cancer de Endometrio en Pacientes Mexicanas. Versién 3.0, En espariol.
Fecha 02 de mayo del 2023"

2. Dispensa de Consentimiento Informado

Le informamos que !a documentacion presentada cumple con todos los requisitos para la
APROBACION, con vigencia al 11 de mayo de 2024, Le recordamos que en tanto no se
cierre el protocolo es necesaria su renovacion anualmente, asl como comunicar al CE| de
cualquier informacion derivada del estudio que deba ser notificada a los participantes. Se
requiere Informe de eventos adversos y enmiendas de manera semestral.

De acuerdo con los lineamientos de regulacion interna, buenas practicas clinicas y paliticas
de operacion del Comité de Etica en Investigacion del INCan (Registro CONBIOETICA-09-
CEI-002-20160413/Vigencia 1 de abril de 2022-1 abril de 2025), le reiteramos ningun
integrante de los comités participa en este proyecto de investigacion.

Atentamente

uqm%
Dra. Marytere ra Martinez

Vocal Secretaria de Comité de Etica en Investigacion

= Y 2023
>~ Fravcisco
Iy VILA
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What is the impact of radical hysterectomy
on endometrial cancer with cervical
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Abstract

Background: When endometrial carcinoma invades the cervical stroma, overall survival and disease-free survival
decrease. However, it is still controversial whether patients in suspected stage Il should be treated with radical
hysterectomy. The goal of this study is to describe the role of radical hysterectomy in patients with endometrial
carcinoma and cervical involvement.

Methods: This was a retrospective cohort study were a total of 239 patients with endometrial carcinoma with
cervical involvement from Mexico City’s National Cancer Institute were divided according to the type of
hysterectomy, and the outcomes were compared using statistical analysis.

Results: The 5-year overall survival was 75.76% for the simple hysterectomy group and 89.19% for the radical
hysterectomy group, without achieving statistical significance. The 5-year disease-free survival was 72.95% for the
simple hysterectomy group and 64.31% for the radical hysterectomy group, without achieving statistical
significance. Radicality was associated with longer surgical times, intraoperative complications, and bleeding over
500 ml.

Conclusions: In patients with endometrial carcinoma with cervical involvement, radical hysterectomy does not
improve prognosis or alter adjuvant therapy.

Keywords: Endometrial neoplasms, Hysterectomy, Carcinoma, Endometrioid

Background cytoreduction and identify parametrial involvement, with

Endometrial carcinoma invades the cervical stroma in 5-
10% of cases [1]. When there is exclusive cervical invasion,
defined as International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO) stage II, the 5-year overall survival de-
creases to 75%, compared to 88% for stage I [2]. It is still
controversial whether patients in suspected stage II should
be treated with radical hysterectomy [3, 4]. The goals of
this surgical management are to obtain an optimal
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B BMC

the consequent change in clinical staging, prognosis, and
need for adjuvancy [4]. It should be noted that radical hys-
terectomy carries a risk of complications that could delay
adjuvancy [5]. Additionally, cervical involvement could be
associated with other poor prognostic factors, such as
lymphovascular invasion, unfavorable histologies, deep
myometrial invasion, and ovarian and lymph node in-
volvement [2, 6, 7]. This brings to question the therapeutic
role of radical hysterectomy in patients with endometrial
carcinoma with cervical involvement.

© The Author(s). 2020 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if

changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article's Creative Commons
licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http:/creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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Abstract: Lymph node metastasis (LNM) is an important prognostic factor in cervical cancer (CC).
In early stages, the risk of LNM is approximately 3.7 to 21.7%, and the 5-year overall survival
decreases from 80% to 53% when metastatic disease is identified in the lymph nodes. Few reports
have analyzed the relationship between miRNA expression and the presence of LNM. The aim of this
study was to identify a subset of miRNAs related to LNM in early-stage CC patients. Formalin-fixed
paraffin-embedded tissue blocks were collected from patients with early-stage CC treated by radical
hysterectomy with lymphadenectomy. We analyzed samples from two groups of patients—one group
with LNM and the other without LNM. Global miRNA expression was identified by microarray
analysis, and cluster analysis was used to determine a subset of miRNAs associated with LNM.
Microarray expression profiling identified a subset of 36 differentially expressed miRNAs in the
two groups (fold change (FC) > 1.5 and p < 0.01). We validated the expression of seven miRNAs;
miR-487b, miR-29b-2-5p, and miR-195 were underexpressed, and miR-92b-5p, miR-483-5p, miR-4534,
and miR-548ac were overexpressed according to the microarray experiments. This signature exhibited
prognostic value for identifying early-stage CC patients with LNM. These findings may help detect
LNM that cannot be observed in imaging studies.

Keywords: miRNAs; cervical carcinoma; lymph node metastasis

1. Introduction

Cervical carcinoma (CC) is one of the most common cancers in women from low-
income and middle-income countries; in Mexico, CC is the second most common tumor
and has a high mortality rate [1]. The most important factors affecting survival of patients
with early-stage CC (International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stage
IA-IB1) are the clinical stage, tumor size, depth of tumor invasion into the stroma, lym-
phovascular space invasion (LVSI), and presence of lymph node metastasis (LNM). The
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