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Nuevas perspectivas de la citologia
en diagnostico molecular del cancer
epitelial de ovario y endometrio

Barquet-Mufioz SA,! Cantu de Ledn D,? Porquillo-Cortés FJ 3

describir la bibliografia donde se identificaron biomarca-
dores moleculares en muestras de citologia cervical en base liquida
para detectar cancer epitelial de endometrio y ovario.

busqueda electrénica en las principales bases de
datos de articulos relacionados con la deteccién de cancer de ova-
rio y de endometrio con los siguientes términos: citologia en base
liquida, cancer epitelial de ovario, cancer epitelial de endometrio,
biomarcadores moleculares.

los canceres epitelial de ovario y de endometrio
son enfermedades que carecen de un método de tamizaje eficaz.
La citologia en base liquida ofrece una manera eficaz de detectar
alteraciones celulares y moleculares. Mediante la asociacién entre
la citologia en base liquida y los métodos moleculares en el aparato
genital inferior es posible identificar biomarcadores especificos; esto
abre la posibilidad de desarrollar métodos de tamizaje para cancer
epitelial de endometrio y ovario.

mediante el uso de la citologia en base liquida es
posible detectar cancer epitelial de endometrio y ovario.

citologia en base liquida, cancer de ovario, cancer
de endometrio, biomarcadores moleculares.
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New perspectives of cytology in
molecular diagnosis of ovarian and
endometrial epithelial cancer.

Barquet-Mufioz SA,* Cantu de Ledn D,? Porquillo-Cortés FJ 3

To describe the literature that has identified molecular
biomarkers in liquid-based cervical cytology samples to detect endo-
metrial and ovary epithelial cancer.
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An electronic search was conducted in the main
databases in articles related to the detection of ovarian and endometrial
cancer with the following search terms: liquid-based cytology, ovarian
epithelial cancer, endometrial epithelial cancer, molecular biomarkers.

Epithelial ovarian and endometrial cancer are diseases
that lack an effective screening method. Liquid-based cytology pro-
vides an effective way to detect cellular and molecular alterations in
the detection of these neoplasms. Through the association between
liquid-based cytology and molecular methods it is possible to identify
specific biomarkers in the lower genital tract, opening up the pos-
sibility of developing screening methods for endometrial and ovary
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It is possible the detection of endometrial cancer
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and, to a lesser extent of epithelial ovarian cancer by using liquid-

based Pap test.

Liquid-based cervical cytology; Ovarian cancer; Mo-
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Las neoplasias ginecolégicas malignas com-
prenden una amplia variedad de tumores con
diversas causas, factores de riesgo y principios
de tratamiento. Las neoplasias mas frecuentes
son los canceres cervicouterino, epitelial de
endometrio y ovario. La citologia cervical ha
permitido detectar de manera temprana casos de
cancer cervicouterino y tratarlos oportunamente,
con lo que se ha reducido de manera significa-
tiva la mortalidad.' Sin embargo, a la fecha no
existen métodos de deteccion oportuna para los
canceres epitelial de endometrio y ovario;* de
ahi la prioridad de desarrollarlos.

En la actualidad, la citologia en base liquida
estd indicada para tamizaje de enfermedades
premalignas y malignas cervicouterinas. Se han
efectuado mdltiples estudios que evalGan la
posibilidad de detectar canceres de endometrio
y ovario en citologias cervicales mediante la
asociacion de complejos métodos moleculares,

Dr. Salim Abraham Barquet-Mufioz
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lo que da pie a la posibilidad de desarrollar méto-
dos de tamizaje adecuados para estas neoplasias,
permitir un tratamiento oportuno y reducir su
morbilidad y mortalidad.® Esto es importante
porque el cancer epitelial de ovario se detec-
ta en etapas tardias cuando ya es sumamente
letal, y el cancer de endometrio es uno de los
canceres ginecolégicos de mayor incidencia.?*
El objetivo de esta revision es describir la biblio-
grafia en donde se identificaron biomarcadores
moleculares en muestras de citologia cervical
en base liquida para detectar cancer epitelial de
endometrio y ovario.

Estudio retrospectivo mediante blsqueda en
diversas bases de datos (OVID, PUBMED, MED-
LINE) con las palabras clave: citologia en base
liquida, biomarcadores moleculares, cancer de
ovario, cancer de endometrio. Se identifico la
bibliografia relacionada con el descubrimiento
de biomarcadores especificos para cancer epi-
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telial de ovario y endometrio y la deteccién a
través de citologias cervicales en base liquida u
otros métodos. Se revisaron diversos estudios que
identificaron nuevos biomarcadores y la filiacion
de estos en la citologia en base liquida y otros
métodos de recoleccion.

Se encontraron 21 articulos, de los que 13 iden-
tifican mutaciones somaticas y aberraciones de
metilacién en el ADN de céncer de endometrio
y 5 de céncer de ovario. Al final, se encontraron
tres articulos que identificaron estas alteraciones
genéticas mediante métodos de recoleccién
minimamente invasivos, como la citologia en
base liquida.

Identificacion de mutaciones genéticas en
cancer

Un descubrimiento importante en los Gltimos
anos es el reconocimiento de que todos los can-
ceres humanos son resultado de mutaciones en
un conjunto de genes, lo que abrié la posibilidad
de identificar biomarcadores potenciales para la
deteccion y seguimiento de estas enfermedades.

Los canceres de endometrio y epitelial de ovario
han sido objeto de diversos estudios moleculares
para detectar alteraciones en el ADN. La tecno-
logia de secuenciacion de nueva generacién ha
facilitado la caracterizacion de todo el espectro
de aberraciones del genoma en los diversos tipos
de cancer a través de la secuenciacién completa
del exoma y el andlisis del nimero de copias
de cada gen, lo que ha permitido la identifi-
cacién de posibles biomarcadores sensibles y
especificos.’

Cancer de ovario

El cancer epitelial de ovario puede atribuirse a
un ndmero creciente de alteraciones somaticas.
Se han identificado mutaciones en genes impli-
cados en canceres de ovario, como KRAS, BRAF

y PIK3CA, TP53, BRCAT y BRCA2. El Cancer
Genome Atlas Project ha analizado la expresién
del ARN mensajero, microARN, metilacién del
promotor y el nimero de copias de ADN en
489 adenocarcinomas de ovario y la secuencia
de ADN de los exones de codificacién de los
genes en 316 de estos tumores. Los resultados
muestran que los adenocarcinomas de ovario
serosos de alto grado tienen mutaciones en TP53
en 95% de los casos y mutaciones somaticas
significativas en otros 8 genes: BRCAT, CSMD3,
NF1, CDK12, FAT3, GABRA6, BRCA2, RB1.°
El Cancer Genome Atlas Project propone una
clasificacion dividida en el cancer epitelial en
dos tipos. El tipo 1 incluye a los tumores serosos
de bajo grado, endometroides de bajo grado,
de células claras, carcinomas mucinosos y los
tumores de Brenner que, por lo general, son
indolentes, genéticamente estables, en estadio
| y se caracterizan por mutaciones especificas
que incluyen: KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNBI,
PTEN, PIK3CA, ARIDTA, y PPP2RTA.” En cam-
bio, los tumores tipo 2 incluyen a los serosos
de alto grado, endometroides de alto grado,
carcinosarcomas y carcinomas indiferenciados;
éstos son agresivos, genéticamente inestables,
se presentan en estadios avanzados y tienen
una alta frecuencia de mutaciones en TP53, sin
mutaciones detectadas en los tumores tipo 1.8 El
reconocimiento de los tumores tipo 2 representa
75% del total de los carcinomas de ovario, y son
responsables del 90% de las muertes por cancer
de ovario, lo que hace prioritario el diagnéstico
temprano.’

Cancer de endometrio

Por lo que se refiere al cancer de endometrio
y la identificacién de posibles biomarcadores,
diversos estudios revelan la existencia de mul-
tiples mutaciones somaticas en carcinomas
endometroides. Los genes identificados son:
TP53, PTEN, CTNNBT1, PIK3CA, PIK3RT, y
PIK3R2.1%"* Ademds, Liang y su grupo repor-
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taron el descubrimiento de 12 mutaciones
somaticas en cancer de endometrio que in-
cluyen 10 genes supresores tumorales (ARI
D1A,INHBA, KMO, TTLL5, GRMS8, IGFBP3,
AKTIP, PHKA2, TRPST1, y WNT11) y dos on-
cogenes (ERBB3 y RPS6KC1)."™ En cuanto al
carcinoma seroso uterino, los resultados revelan
alteraciones genéticas en cuatro genes: PIK3CA,
PPP2R1A, TP53 y FBXWZ7.">¢ Esto resulta de gran
importancia porque el carcinoma seroso uterino
es el subtipo histolégico més agresivo en el can-
cer epitelial de endometrio y, con frecuencia, se
diagnostica en un estadio avanzado.

Diagnéstico de alteraciones genéticas por
citologia en base liquida

Perspectivas de la citologia en diagnéstico
molecular. En el futuro pudieran tener un papel
decisivo en el abordaje diagnéstico y terapéutico
de estas enfermedades. Los resultados sugieren
que las mutaciones genéticas suceden en etapas
preinvasoras y su deteccién mediante un panel
de biomarcadores sensibles y especificos de ex-
presion temprana puede ser Gtil para identificar
distintos tumores ginecol6gicos.”%>

Alrededor de 20% de las mujeres con cancer
de endometrio tienen citologias cervicales con
células provenientes del tumor primario,?® lo que
demuestra que el desprendimiento espontaneo
de las células tumorales es frecuente. Se cree que
el material genético del ovario navega a través
del aparato reproductor haciendo posible la re-
coleccion de células tumorales provenientes de
canceres de endometrio y ovario y su posterior
andlisis. Los complejos métodos moleculares,
aunados a los de la recoleccién eficaz que
permitan preservar en buenas condiciones el
material genético obtenido para su posterior
andlisis pueden ser viables para detectar células
cancerigenas en el endocérvix provenientes del
endometrio y del ovario, con mayor sensibilidad
y especificidad que los métodos convenciona-
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les.?” La citologia en base liquida es una opcion
interesante porque al conservar intacto el ADN
de las células recolectadas en el vial ofrece
la posibilidad de extraerlo y efectuar estudios
moleculares de coprueba y analizar el ADN
mutado proveniente de células cancerigenas.?®
La identificacion de mutaciones somaticas en
células tumorales recolectadas en la citologia
de base liquida es prometedora como método
de tamizaje porque la informacién muestra que,
incluso los estadios mas tempranos de cancer de
endometrio y un pequefio porcentaje de cancer
epitelial de ovario, pueden detectarse mediante
el andlisis de ADN en muestras de citologia en
base liquida.>?°

Los esfuerzos por desarrollar métodos més
especificos y sensibles que permitan mejorar
el pronéstico clinico del cancer se dirigen a
la comprensién de los mecanismos biol6gicos
que regulan la carcinogénesis, ejemplo de ello
es el estudio de las mutaciones sométicas y su
posible uso como biomarcadores. Sin embargo,
las mutaciones somaticas no constituyen la Gnica
alteracion biolégica existente, la metilacion del
ADN, presente en los fluidos corporales, se ha
investigado como un marcador de teratogénesis
y quizd de neoplasias. Existen marcadores de
metilacion del ADN muy especificos y capaces
de detectar muchos tipos de tumores frecuentes.
Estos marcadores podrian ser muy dtiles en el
diagndstico temprano del cancer.

La identificacién de marcadores de metilaciény
mutaciones somdticas en el ADN se perfila como
excelente biomarcador para la detecciéon de
cancer epitelial de ovario y de endometrio. Los
andlisis de metilacion del ADN 'y las mutaciones
somaticas podrian complementarse para lograr
la deteccion temprana del cancer de endometrio
y epitelial de ovario.

En virtud de la prevalencia de este tipo de cance-
res, las estrategias de deteccién temprana deben



Barquet-Munoz SA y col. Perspectivas de la citologia en diagnéstico molecular

tener una alta sensibilidad para la enfermedad
en estadio temprano (mas de 75%), pero una
especificidad extremadamente alta (99.6%) para
alcanzar un valor predictivo positivo de al menos
10% para cada caso de cancer de endometrio y
epitelial de ovario.2

Biomarcadores moleculares para cancer
de endometrio y ovario en muestras
cérvicovaginales

La identificacién de biomarcadores en muestras
biolégicas recolectadas de la vagina y cuello
uterino es decisiva para desarrollar un método
de tamizaje eficaz. Esto, como lo demostraron
Kinde y su grupo, ya es posible pues se identifica-
ron 12 mutaciones somaticas en 46 muestras de
tumores primarios de pacientes con diagndstico
de céancer de ovario y endometrio (24 canceres
endometriales y 22 ovdricos) (Cuadros 1y 2).3
Las mutaciones somaticas en los 46 tumores se
identificaron mediante la secuenciacion completa
del exoma o a través de secuenciacién selectiva
de genes frecuentemente mutados en los subtipos
mas comunes de cancer de ovario y endometrio.
Posteriormente, las mutaciones se identificaron
en la citologia en base liquida en 100% de los
casos de cancer de endometrio y en 9 (41%) de
las pacientes con cancer epitelial de ovario. Esto
demuestra que es posible detectar cancer epitelial
de ovario y endometrio a través del andlisis del
ADN mutacional de muestras recolectadas me-
diante frotis cervical en base liquida."”

Las mutaciones somaticas no constituyen la
Unica alteracion bioldgica. En tejido de cancer
de endometrio y ovario se ha identificado la me-
tilacion aberrante de varios genes. Por ejemplo,
RASSFT esta metilado en cancer de endometrio
primario y recurrente,'® la metilacion de MLH1
ocurre en hiperplasia atipica y en cancer de
endometrio, lo que resulta importante porque
esta alteracién se encuentra en la carcinogénesis
del cdncer de endometrio.'?° CDH 13, PR-B,

Cuadro 1. Mutaciones somaticas identificadas en la citologia
de base liquida en pacientes con cancer epitelial de ovario."®

Estirpe Mutaciones ~ Método Método de analisis
histol6-  somaticas se- de

gica gun la estirpe  recolec-
histolégica cion

Seroso TP53 © Citologia *Secuenciacién
de alto CSMD3 ¢ en base masiva en para-
grado FAT3 © liquida lelo
BRCAT °© eldentificacion
BRCA2 © de mutaciones
somaticas en el
tumor primario
¢ Identificacion de
mutaciones en la
citologfa de base
liquida
Endo- TP53 3°
metroide  ARIDTA 3°
CTNNBT1 %
PTEN®
PIK3CA 3¢
KRAS 3¢
PPP2RTA 3¢
CDKN2A 3°
BRAF 3¢
Células ARID1A *
claras PIK3CA 3!
PPP2R1A
KRAS 3!
Seroso BRAF3?
de bajo KRAS 32
grado
Muci- TP53 30
noso KRAS 3°
PPP2RTA 3¢
CDKN2A 3°
PTEN %

ERalpha-C, CIDEA, HAAO, RXFP3, CDKN2A,
PTEN, p16, APC, HSPA2, SOCS2, y MGMT
también estan hipermetilados en el cancer de
endometrio.”?2 En el cancer epitelial de ovario
los genes CYP39A1, GTF2A1, FOXD4L4, EBP,
HAAO y IFFOT1-M estan metilados y se perfilan
como excelentes biomarcadores (Cuadro 3).23
El gen HOXA 9 esta altamente metilado en
pacientes con cancer epitelial de endometrio y
ovario, lo que asocia a la hipermetilacién de este
gen con canceres ginecoldgicos.?
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Cuadro 2. Mutaciones somaticas identificadas en la citologia
de base liquida en pacientes con cancer de endometrio’®

Estirpe Mutaciones | Método Método de
histolégica | somaticas de analisis

segun la recolec-
estirpe histo- cion
logica

Endome- PTEN "7 Citologia * Secuenciacién

troide PIK3CA "7 en base masiva en pa-
ARID1A "7 liquida ralelo.
CTNNBT1 7 * Identificacion

MLL2 "7 de mutaciones
FBXW?7 17 somaticas en
RNF43 17 el tumor prima-
APC 7 rio.

FGFR2 17 e Identificacion
KRAS '7 de mutaciones
PIK3R1 "7 en la citologia
EGFR "7 de base liqui-
AKT1 7 da.

NRAS "7

TP53 17

Papilar TP53 1°

Seroso PIK3CA ®
FBXW7 e
PPP2RTA ®

Células TP53 30
claras PPP2RTA 3°
PIK3CA 3¢
PTEN 30
PIK3R1 3°
KRAS 3¢

Cuadro 3. Genes hipermermetilados en cédncer epitelial de
ovario identificados en tumor primario como potenciales
biomarcadores*

Tumor Marcadores de met
lacion identificados

Céncer IFFO1-M **

Secuenciacién
epitelial de HOXA 9% masiva en paralelo
ovario CYP39A1 %
GTF2A1 %
FOXD4L4 %
EBP %

HAAO #

La hipermetilacién del ADN en el tejido de can-
cer de endometrio también puede identificarse
en secreciones cervicovaginales.'® Fiegl y sus
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coautores demostraron que el ADN de vagina,
recolectado mediante tapones vaginales de 15
mujeres con diagnéstico de cancer de endo-
metrio, tenia hipermetilacion en cinco genes
(CDH13, HSPA2, MLH1, RASSF1A, y SOCS2)
(Cuadro 4), comparado con 109 mujeres del
grupo control sin cancer de endometrio, quie-
nes no tuvieron genes hipermetilados en las
muestras vaginales recolectadas, lo que hizo
posible el diagnéstico de cancer de endometrio
a través de la identificacion de aberraciones en
la metilacion del ADN con una sensibilidad del
100% vy especificidad de 97.2%." Ademds, en
ese mismo estudio fue posible detectar cancer
cervicouterino en cuatro pacientes del grupo
control, que tuvieron tres 0 mas genes metilados.
Estos casos indican que, también, es posible la
deteccién de cancer cervicouterino a través de
este método." Jaime N vy sus colegas utilizaron
el mismo método de recoleccion, verificaron
la existencia de nueve genes hipermetilados
(ADCYAP1, ASCL2, CDH13, HS35T2, HTRI1B,
MME, HAAO, HOXA9Y RASSF1) (Cuadro 4) en
muestras de fluidos cervicovaginales de 39 mu-
jeres con diagndstico de cancer de endometrio,
ademas de un gen hipermetilado como marcador
genético en cancer de ovario.*

Cuadro 4. Genes hipermermetilados en cancer de endo-
metrio identificados en tampén vaginal como potenciales
biomarcadores'”

Tumor Marcadores de Método de
metilacion identificados| recoleccion

Céncer de CDH13 1 Tampén vaginal
endometrio HSPA2 '8
MLHT1 '8
RASSFTA 18
SOCS2 '®
ADCYAP1T #
ASCL2 *
CDH13 #
HS3ST2 4
HTR1B #
MME #
HAAO *
HOXA9 #
RASSF1 #
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En el aparato genital inferior es posible identificar
biomarcadores especificos para canceres gine-
colégicos, como los marcadores de metilacion
de ADN o las mutaciones somaticas, que al aso-
ciarse con métodos de recolecciéon minimamente
invasivos con pruebas moleculares sensibles,
abren la posibilidad de desarrollar métodos de
tamizaje. La posibilidad de disponer de tales
herramientas para la deteccion temprana es pro-
metedora; para que tengan una utilidad clinica es
necesaria la optimizacién de los biomarcadores,
la estandarizacion y mejora de los métodos de
recoleccién, y estudios prospectivos para el
desarrollo de un método de tamizaje adecuado.
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