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El VPH es el principal factor de riesgo para desarrollar CC, sin embargo se ha sugerido que
factores genéticos pueden tener un papel importante durante el proceso oncogénico. PIK3CA
es un oncogén que forma parte de la via PI3K, implicada en diversos procesos celulares. En
varios tumores se han identificado mutaciones de este gen. En este proyecto analizamos la
frecuencia de las mutaciones E542K y E545K de PIK3CA en pacientes con CC y mujeres
sanas, y su relacion con el tipo viral y factores del estilo de vida de Ias pacientes.

En un estudio de casos y controles (329 muestras de CC y 369 muestras de cérvix sanos), se
determing el tipo viral por PCR utilizando primers universales, secuenciacion y acoplamiento
de similitud de secuencias, y las mutaciones de PIK3CA por medio de la metodologia de
SNaPshot y secuenciacion tipo Sanger. Se evalud la frecuencia de las mutaciones de PIK3CA
en dos grupos de edad, mujeres <50 y >51 afios. Se analizd la frecuencia de las mutaciones
de PIK3CA con respecto a los tipos VPHSs, tipo histologico y clasificacion FIGO. Por ultimo se
realizo un analisis de regresion logistica univariado y multivariado para determinar el riesgo

de CC que representan las mutaciones de PIK3CA, VPHSAR y factores del estilo de vida.

Las mutaciones E545K/E542K de PIK3CA se encontraron en el 24% (n = 79) de los casos de
CC, mientras que en los controles no se encontrd ninguna de las dos mutaciones. Una mayor
proporcion de las mutaciones se presento en las mujeres de mayor edad (=51 afnos), siendo 6
afnos mayores que las pacientes sin las mutaciones (P = 0.014) y en los casos positivos a los
VPHSAR considerados de bajo potencial oncogénico. En las mujeres jovenes (<50 afos), las
mutaciones de PIK3CA confirieron un riesgo de desarrollar CC del 40.1, mientras que en las
mujeres de mayor edad (> 51 afos) éste se duplicd (OR = 81). Los VPHSAR proporcionaron el
mayor riesgo para desarrollar CC, seguido de las mutaciones y en menor medida algunos
factores del estilo de vida.

Las mutaciones de PIK3CA son frecuentes en las pacientes mexicanas con CC. Las
mutaciones de PIK3CA pueden ser clave en el proceso de carcinogénesis cervical,
principalmente en las mujeres de mayor edad, confiriendo ventajas a los VPHSAR que tienen
bajo potencial oncogénico.
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The HPV is the main risk factor for the development of CC, however it has been suggested
that genetic factors may play an important role during the oncogenic process. PIK3CA is an
oncogene, which is part of the PI3K pathway, involved in diverse cellular processes. In several
tumors, many mutations have been identified in this gene. In this project we analyzed the
frequency of E542K and E545K mutations of PIK3CA in CC patients and cervix of healthy
women and the correlation with viral type and the patients’ life-style factors.

We realized a case and controls study (329 samples of CC and 369 samples of normal cervix).
The viral type was determined by PCR using universal primers and sequencing, and analyzed
with sequenced similarity tool. The PIK3CA mutations were determined by SNaPshot
methodology and Sanger sequencing type. The frequency of PIK3CA mutations was evaluated
in two age groups, women <50 and >51 years old. The frequency of PIK3CA mutations were
analyzed according to HPV types, histological type and FIGO classification. Finally, a univariate
and multivariate logistic regression analysis was performed to determine the risk of CC,
brought about PIK3CA mutations, HPVsSHR and life-style factors.

The E545K / E542K mutations were found in 24% (n = 79) of the CC cases, while any of the
two mutations were not found in the controls. A higher proportion of mutations occurred in
older women (=51 years), being six years older than the patients without mutations (P =
0.014), and in HPVsHR positive samples, virus considered with a low oncogenic potential. In
younger women (< 50 years), PIK3CA mutations conferred a 40.1 risk of CC development,
meanwhile in older women (> 51 years) it was doubled (OR = 81). HPVsHR provided the
greatest risk of CC development, followed by PIK3CA mutations and in a lesser extent some
life-style factors.

Mutations of PIK3CA are common in mexican patients with CC. The PIK3CA mutations may be
a key in the process of cervical carcinogenesis, mainly in older women, giving advantages to

low oncogenic HPVsHR.
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El cancer cervical (CC) es el cuarto cancer mas comun en mujeres en todo el mundo. En el
2012 se estimaron 527,600 nuevos casos de CC y 265,700 muertes por esta neoplasia,
siendo mas frecuentes en paises en vias de desarrollo como los de América Latina, Africa y
Asia [1]. Los estudios epidemioldgicos sugieren que hay varios factores de riesgo que
desencadenan el CC, sin embargo el principal factor de riesgo es la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) ya que se le encuentra en mas del 95% de los casos [2]. El VPH tipo
16 se encuentra en aproximadamente el 50% de los casos de CC, seguido de los tipos virales
VPH-18, VPH-45 y VPH-31 [3]. La distribucion de estos virus varia en las pacientes con CC
segun la edad. Se han encontrado tres tendencias de distribucion, una para el VPH-16, otra
para el VPH-18, 45y 39, y una tercera para el resto de los VPH de alto riesgo (VPHSAR), que
en general tienen bajo potencial oncogénico. En el caso del VPH-16, la distribucion de
frecuencia presenta dos picos. El pico mas alto se presenta en las pacientes jovenes (< 35
anos), seguido de una tendencia decreciente hasta los 60 afnos. El segundo pico se presenta
entre los 61-65 anos y es seguido nuevamente de una tendencia decreciente. La mayor
frecuencia de los VPH-18, 45 y 39 se presenta en las mujeres jovenes y decrece conforme la
edad de las mujeres aumenta. Por el contrario, la tendencia para el resto de los VPHs de alto
riesgo pero con bajo potencial oncogénico es ascendente desde el grupo de mujeres jovenes
hasta alcanzar su pico mas alto en las mujeres mas viejas (>70 aros) [4]. Dado que los VPHs
diferentes al VPH-16, 18 y 45 tienen bajo potencial oncogénico, estas infecciones pudieran
tener un papel secundario en las mujeres con CC. Esto sugiere que alteraciones genéticas de
genes celulares involucrados en cancer pudieran ser importantes en este tipo de tumores. El
CC es precedido por lesiones neoplasicas pre-invasoras que se producen en el epitelio
cervical conocidas como lesiones intraepitelial (LIE) de bajo y alto grado [5]. La
carcinogénesis por los VPH de alto riesgo esta dada por las oncoproteinas virales E6 y E7 las
cuales participan en el desarrollo y progresion del CC, a través de suprimir o activar
moléculas esenciales en la proliferacion celular [6,7]. La oncoproteina E6 promueve la
proliferacion celular al inducir la degradacion de la molécula reguladora de la apoptosis P53,
mediante la formacion del complejo E6, P53 y la enzima de ubiquitinacion celular E3 ubiquitin
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ligasa (E6-AP). La degradacion de P53 favorece por un lado la entrada de la célula al ciclo
celular, ya que no se induce a la proteina inhibidora de cinasas p21, y por otra parte se pierde
la induccion de la via intrinseca de la apoptosis y con ello se favorece el crecimiento tumoral
[8]. La oncoproteina E7 se une a la proteina del gen supresor de tumores pRB con una alta
afinidad a la region conocida como “pocket domains” [9]. La funcion de pRB es regular al
factor de transcripcion E2F mediante la formacion de un complejo inhibidor sobre este, de
esta manera se reprime y regula la expresion de genes implicados en la proliferacion celular
[10]. E7 evita la interaccion de pRB con E2F de tal forma que E2F se encuentra
transcripcionalmente activo y promueve la expresion o represion de genes involucrados en el
avance del ciclo celular de G1 a la fase S [11]. Sin embargo, la presencia de las proteinas
virales no es suficiente para producir un cancer invasor, 1a acumulacion de alteraciones
genéticas y epigenéticas en oncogenes y genes supresores tumorales pueden ser cruciales
para desarrollar un CC [12]. Se sabe que solo un pequefio porcentaje de las infecciones por
VPH progresan a una LIE, la mayoria de las infecciones se resuelven espontaneamente y 1as
que progresan a cancer se desarrollan durante un periodo de 15 a 20 afios [13]. Por otra
parte, estudios in vitro han demostrado que el VPH por si solo no puede hacer tumorogénicas
a células primarias, necesita la activacion de oncogenes o la inactivacion de genes
supresores tumorales [14]. Las alteraciones gendmicas que pueden desregular la actividad de
los oncogenes y genes supresores de tumorales son las mutaciones puntuales, el aumento o
disminucion en el numero de copias geénicas, perdida de la heterocigosidad alélica,
translocaciones cromosomicas y cambios epigenéticos [15].

Se han identificado por diferentes metodologias alteraciones en el ndmero de copias (CNA) en
cancer cervical. Aunque se sabe que las CNAs pueden ocurrir en cualquier parte del genoma,
existen algunos brazos cromosomicos en donde ocurren mas frecuentemente como la
amplificacion de los cromosomas 3q y 5p [16]. Sin embargo, solo el 5.3% de los genes que
se localizan en esas regiones amplificadas se encuentran desregulados. Por otra parte, de los

genes desregulados en los tumores, solo el 12% presentan cambios en el nimero de copias.
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De hecho, la amplificacion de oncogenes y/o delecion de genes supresores tumorales
especificos son poco recurrentes en el CC. Esto indica que la contribucion de las CNAs en la
desregulacion genética es pequefa, por lo que pudieran existir otros mecanismos

involucrados como cambios epigenéticos o mutaciones puntuales [17].

Una de las vias que frecuentemente se ha encontrado alterada en el cancer cervical y otros
tumores es la via PI3K/AKT. Por ejemplo, el gen PIK3CA que forma parte de esta via se
encuentra mutado en una gran variedad de tumores humanos como cancer de mama (27%),
endometrio (22%), tracto urinario (16%), colorrectal (14%), y ovario (10%) principalmente
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

En un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo en colaboracion con otros grupos, en el
que se secuencid el exoma de muestras de CC de pacientes de varios paises de América
Latina incluyendo 329 muestras de México, se encontraron mutaciones puntuales en
oncogenes y genes supresores tumorales en aproximadamente la tercera parte de las
muestras. Interesantemente, el gen PIK3CA fue el que se encontrd6 mas frecuentemente
mutado (28%), con una frecuencia muy por arriba de la encontrada para el resto de
oncogenes y genes supresores tumorales analizados. El 85% de las mutaciones de PIK3CA se
concentraron en el dominio helicoidal de la proteina en la posicion E545K y E542K
(Glub45Lis-Glub42Lis) principalmente, mientras que mutaciones en el dominio cinasa fueron
poco frecuentes caso contrario de lo que ocurre en otros tumores como el cancer de colon y
mama, donde mutaciones en el dominio cinasa (H1047R) de la proteina PIK3CA son las mas
predominantes. Agrupando la frecuencia de mutacion de genes de la ruta PI3K-AKT, como
PTEN y PIK3CA la frecuencia se va hasta el 35%. Interesantemente, cuando se analiza la
frecuencia por grupos de edad, la frecuencia de mutaciones aumenta con la edad de las
pacientes con cancer. Asi, en las mujeres menores de 50 afnos, la frecuencia de mutaciones
fue de 25%, mientras que en las mujeres mayores fue de 48%. Esto sugiere que la via PI3K-
AKT-PTEN pudiera ser importante en la carcinogénesis del CC en las mujeres mayores de 50

anos. Por otro lado, las mutaciones de esta via fueron menos frecuentes en los tumores
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positivos para el VPH-18 y 45 de alto potencial oncogénico, lo que pudiera correlacionar con
la distribucion preferencial de estos virus en las mujeres jovenes [18]. A pesar de que PIK3CA
tienen una alta frecuencia de mutaciones en paises de Latinoamérica, estudios europeos de
Suecia y Noruega presentan una baja frecuencia (8-14%) de mutacion de PIK3CA que no
correlacionan con lo que se presenta en paises latinos don el VPH tiene una alta incidencia y
mortalidad [19,20]. En este contexto, la acumulacion de un mayor numero de alteraciones
genomicas favoreceria posiblemente la carcinogénesis de los VPHs de bajo potencial

oncogeénico en las mujeres de mayor edad.

Por otro lado, el gen PIK3CA se encuentra frecuentemente amplificado en el CC, sin embargo
la expresion concomitante del gen es controversial en la literatura cientifica. La
sobreexpresion del gen se relaciona con el crecimiento celular e inhibicion de la apoptosis en
CC [21]. Por su parte, estudios in vitro han demostrado que la activacion de la via PI3K a
través de PIK3CA es necesaria para el crecimiento, diferenciacion y migracion de células
inmortalizadas por el VPH [22]. Por otro lado, estudios de terapia dirigida sobre la via
PI3K/AKT/mTOR en tumores avanzados y metastasicos han demostrado una mayor tasa de
éxito (sobrevida) en aquellos pacientes que presentan mutaciones en PIK3CA a diferencia de
los que no presentan las mutaciones [23, 24, 25]. Por tanto, la via PI3K a través de PIK3CA
parece ser muy relevante en la patogénesis del CC.
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PIK3CA (fosfatidilinositol-4,5-difosfato-3-kinasa subunidad catalitica alfa) es un gen de 34 kb
y 21 exones, localizado en el cromosoma 3g26 que codifica la proteina P110a de 124 kDa.
P110a es un componente (0 subunidad) de la cinasa de lipidos fosfatidilinositol-3-Kinasa
(PI3K) que forma parte de la via PI3K/AKT, la cual se ha demostrado ser importante para la
supervivencia, adhesion, motilidad y proliferacion de células tumorales [26, 27].

La familia de PI3Ks esta dividida en tres clases de enzimas (I-PI3K, 1I-PI3K y llI-PI3K), de
acuerdo a su similitud de secuencia y su sustrato de preferencia. En mamiferos la clase | de
PI3K se subdivide en 2 subclase, la subclase IA (P110a, P1103 y P1108) y subclase 1B
(P110y) basada en su estructura, regulacion y funciones diferentes. La clase Il de PI3Ks
consta de tres enzimas (C2a, C2B y C2y) que a diferencia de la clase | no tienen una
subunidad reguladora. Mientras que la clase Ill de PI3Ks consta de un Unico miembro, la
proteina vacuolar de seleccion 34 (Vps34) que se diferencia en estructura y participa en el
trafico intra-celular y autofagia [28]. Las clase | y Il son encontradas unicamente en
metazoos, mientras que la clase lll también se encuentra en organismos unicelulares.

Las cinasas de la subclase IA de PI3Ks son un heterodimero compuesto por una subunidad
catalitica (P110a, P110B o P110y) y una subunidad reguladora (P85a, P55a, P50a 0 p85[)
que cataliza generalmente la conversion del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) [29]. La subunidad reguladora P85a consta de 5
dominios: un dominio SH3, un dominio GAP, dos dominios SH2 (nSH2 y cSH2) separados por
un dominio conector iSH2. El dominio nSH2 presenta motivos de union a tirosinas fosforiladas
(pYXXM) [30] (figura-1).
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Figura 1. Dominios de la clase IA de PI3K y P85. Las isoformas de la subunidad catalitica de PI3K de la subclase 1A
presentan un dominio de union a la subunidad reguladora P85, un dominio de unioén a Ras, un dominio C2, un
dominio helicoidal y un dominio catalitico. La subunidad reguladora presenta un dominio SH3 y dos dominios SH2,
separados por un dominio conector de unién a la subunidad catalitica P110.

La subunidad P110a estd compuesta de 5 dominios; el dominio de union-adaptador (ABD:
residuo 1-108) que se une a la subunidad reguladora P85a, un dominio de union a Ras (RBD:
residuo 191-291), un domino C2 (residuo: 340-480) que facilita el reclutamiento de P110a a
la membrana celular, un dominio helicoidal (residuo: 525-696) que sirve de plataforma para
P85 y el cual no se conoce su funcion completamente y un dominio catalitico (residuo: 697-
1068) con actividad de cinasa de lipidos [31, 32] (figura-1).

El heterodimero P110a-P85a (PI3Ka) se encuentra en el citoplasma, P85 estabiliza e inhibe
la actividad catalitica del complejo a través de sus dominios iSH2 el cual interactia
directamente sobre los dominios ABD y C2 de P110a, mientras que el dominio nSH2 se une a
regiones clave en los dominios C2, helicoidal y Catalitico de P110a [33].

La cinasa PI3Ka puede ser activada por su reclutamiento a la membrana celular via
receptores tirosina cinasa (RTKs) o Ras. El dominio nSH2 de la subunidad reguladora
reconoce las tirosinas fosforilada de los RTKs. PI3K activa es capaz de fosforilar a su sustrato
el PIP2 en la posicion 3 del anillo de inositol y convertirlo en PIP3 (figura 1). PIP3 actia como
un segundo mensajero reclutando y anclando a la cinasa serina/treonina AKT (proteina cinasa

B) y al 3-cinasa dependiente de fosfoinositido-1 (PDK-1), a través de sus dominios PH a la
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membrana celular. Ya en la membrana, PDK-1 fosforila y activa a AKT, la cual tiene un amplio
espectro de proteinas blanco [34] (figura 2).

AKT regula varios procesos celulares al inhibir o activar a proteinas clave en la célula por
medio de su fosforilacion. AKT promueve la supervivencia celular al bloquear proteinas
proapoptoticas que contribuyen a la muerte celular. EI mecanismo por el cual AKT induce la
supervivencia celular es multifactorial. AKT es capaz de fosforilar directamente a la proteina
BAD que pertenece a la familia de moléculas apoptoticas BcL-2. La molécula BAD forma de
manera normal un complejo regulador con el factor de sobrevida BCL-XL. Al ser fosforilado
BAD por AKT se evita esta interaccion y el factor BCL-XL promueve eventos anti-apoptéticos
en la célula. También AKT puede fosforilar directamente a la caspasa-9 en su dominio de
muerte, evitando de esta manera su procesamiento e inicio de la apoptosis. AKT también
evita la expresion de genes pro-apoptoticos como BIM y FASL al fosforilar negativamente al
factor de transcripcion FOXO [35].

Pl 4,5 bisphosphate (PIP,) Pl 3,45 trisphosphate (PIP,)
4— Growth factor
RTK
w w Cell membrane }
@ PIP, ==
" AN > > AKT

PIK3CA

:
/N /N

Cell proliferation, cell survival, Apoptosis, cell cycle, cell cycle arrest
transformation, cell motility, insulin pathways
response pathways

Figura 2. Activacion de PISK-PIK3CA. PI3K es activada después de su union a receptores tirosina cinasa (RTK), a
través del reclutamiento de la subunidad p85 al receptor, esto ocasiona un cambio conformacional e induce la
actividad catalitica de la subunidad P110a (PIK3CA). PI3K activa convierte PIP2 a PIP3, el cual es un segundo
mensajero para activar a AKT, la cual sefializa para varios procesos celulares.
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AKT también promueve la supervivencia de manera indirecta a través del factor nuclear k3
(NF-xB) y p53. El complejo NF-kB promueve la supervivencia en respuesta a estimulos
apoptaticos al transcribir genes de sobrevida. AKT genera un efecto positivo sobre NF-k[3 al
fosforilar y activar a la cinasa Ikk. Esta cinasa induce la degradacion de kB que es el
inhibidor de NF-k@3, dejando libre y activo a NF-k3. Por otro lado, AKT regula los niveles de la
proteina pro-apoptoticas P53, al fosforilar de manera positiva a la proteina de union a P53
MDM2. MDM2 es un regulador negativo de las funciones de P53, promueve su degradacion
via proteosoma a través de su actividad de E2 ubiquitin ligasa [36, 37].

La via PI3K/AKT también es importante para regular el ciclo celular el cual es controlado por
las ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Cdks). Los niveles de la ciclina D1 son muy
importantes para la transicion de la fase G1/S. Por tanto, la ciclina D1 es regulada
transcripcionalmente, post-transcricional y post-traduccionalmente por diversos mecanismos
moleculares. AKT previene la degradacion de la ciclina D1 al regular la actividad de la cinasa
glucdgeno sintasa- 3B (GSK3[B). GSK3B fosforila a la ciclina D1 y la marca para su
degradacion por proteosoma. AKT fosforila directamente de manera negativa a GSK3 vy
bloquea su actividad de cinasa, permitiendo la acumulacion de la ciclina D1 y la transicion a
la fase S. También bloquea la transcripcion de p27%! un inhibidor de Cdks, mediante la
fosforilacion negativa de la familia de factores de transcripcion FOXO o directamente puede
inactivar a P27%*" por fosforilacion. Por otro lado, |a fosforilacion y bloqueo de GSK3 estabiliza
a las proteinas c-jun y c-myc las cuales participan importantemente en el ciclo celular [37,
36, 35].

En paralelo al ciclo celular AKT estimula el crecimiento celular (es decir el aumento de masa
celular) por medio de la sintesis de macromoléculas. EI complejo mTOR (blanco de
rapamicina en células de mamifero) es una cinasa serina/treonina que censa y regula la
sintesis de proteinas al activar a la cinasa p70S6 (RSK) que aumenta la traduccion del RNA
mensajero y al inhibir a 4E-BP1 un represor de la traduccion que bloquea el CAP 5’. También
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mTOR estimula la biogénesis de los ribosomas. La proteina mTOR es fosforilada y activada
positivamente por AKT, promoviendo la sintesis de proteinas [38, 39, 35].

Una de las funciones fisiologicas mas importantes de AKT tiene que ver con el metabolismo
celular. En respuesta a factores de crecimiento AKT regula la captacion de nutrientes y su
metabolismo intracelular. Se ha observado que AKT estimula la captacion de glucosa en
respuesta a insulina, por medio de la translocacion del transportador de glucosa 4 (Glut-4) a
la membrana celular, aunque el mecanismo molecular no se conoce con certeza aun. Al
fosforilar AKT negativamente a GSK3 evita que fosforile y regule a su sustrato la glucégeno
sintasa y sea inhiba. Por tanto, se mantiene la sintesis de glucogeno [35].

La via PI3SK/AKT tiene un rol muy importante en la fisiologia del cancer principalmente en la
angiogénesis por medio de sus efectos en las células endoteliales y células generadoras de
sefales angiogénicas como las células tumorales. En las células endoteliales la via PI3K/AKT
esta sobre activada debido al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual
contribuye al crecimiento, proliferacion y supervivencia de las células endoteliales. Ademas,
AKT induce la sintesis y liberacion de oOxido nitrico (ON) el cual puede estimular la
vascularizacion, remodelacion celular y angiogénesis. AKT induce la transcripcion de factor
inducible de hipoxia alfa (HIF-1ay HIF-2a) que en células endoteliales y en otras células
induce la expresion y secrecion de VEGF y otros factores angiogénicos, generando un ciclo de
retroalimentacion autocrino y paracrino [40, 35].

Un papel nuevo que se le ha dada a la sefalizacion de AKT tiene que ver con el control de la
migracion celular, invasion de la matriz extracelular y en ultima instancia la metastasis debido
a las diferentes funciones que presentan las isoformas de AKT (AKT1, AKT2 y AKT3) que son
codificadas por genes diferentes. Se ha observado que la activacion de la isoforma AKT1
disminuye la migracion de células epiteliales de cancer de mama e impide una transicion

epitelio mesenquimal in vitro, mientras que AKT2 promueve la metastasis. [35].
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Figura 3. Via de sefializacion PI3K-AKT. La cinasa PI3K de clase 1 puede ser activada mediante receptores tirosina
cinasa (RTK) o receptores acoplados a proteinas G (GPCR).PI3K cataliza la reaccién del fosfatidilinositol-4, 5-
difosfato (PIP2) a fosfatidilinositol-3, 4,5-trifosfato (PIP3). La reaccién inversa es realizada por la fosfatasa de
lipidos y supresor de tumores PTEN. PIP3 recluta a la cinasa AKT y PDK1, PDK1 se fosforila y activa a AKT. AKT
activa fosforila negativamente a FOX01, GSK3 y mTOR, los cuales controlan procesos de proliferacion,
supervivencia, crecimiento y metabolismo celular.

Como ya se menciond la via de sefializacion PI3K/AKT es una de las principales vias
intracelulares que involucra una gran variedad de funciones celulares, por tanto ha sido
extensamente estudiada su participacion en la transformacion oncogénica.

En 2004 Yardena Samuels reporto por primera vez una alta frecuencia de mutaciones
puntuales en el gen PIK3CA en diferentes tipos de cancer como; colon, cerebro, estomago,
mama y pulmon. Mutaciones de cambio de un aminodcido en el dominio helicoidal en la
posicion E542K y E545K, y en el dominio catalitico en la posicion H1047R principalmente,
sugiriendo que estas mutaciones generan una actividad constitutiva de la cinasa y que estaria
involucrada en la fisiologia del cancer [41]. En 2005 se reportd que las mutaciones puntuales
de PIK3CA en células de cancer colorrectal promueven el crecimiento, invasion y atenuacion

de la apoptosis [26].
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Por su parte, estudios in vivo han demostrados que las mutaciones en PIK3CA (E545K y
H1047R) son capaces de generar tumores heterogéneos en las glandulas mamarias de raton
[42]. Mientras que en embriones de pollo las mutaciones E542K, E545K 'y H1047R generar un
aumento de la vascularizacion y la formacion de nddulos neoplasicos [43].

Estudios bioquimicos han demostrado que las mutaciones en PIK3CA generan un aumento de
la actividad enzimatica de la cinasa de lipidos PI3K [44]. Las mutaciones que se presentan
con mayor frecuencia en PIK3CA son en el dominio helicoidal y en el dominio catalitico, con lo
cual se han sugerido dos mecanismos diferentes por los cuales se genera esta ganancia de
funcion de la cinasa. Las mutaciones E542K y E545K son cambios de un acido glutamico por
una lisina teniendo como resultado un cambio en la carga del dominio helicoidal, de esta
manera se debilita la interaccion electrostatica con el dominio nSH2 de la subunidad P85. Las
mutaciones en el dominio helicoidal (E542K/E545K) son independientes de la activacion por
fosfotirosinas pero requieren de la union de la GTPasa Ras para inducir la transformacion
oncogénica. Por su parte, la mutacion H1047R genera un cambio conformacional del dominio
cinasa que permite una mayor asociacion con la membrana, de esta manera hay mas
sustrato para catalizar. La transformacion celular por la mutante H1047R no requiere la
presencia de Ras, pero si de la subunidad reguladora P85 [45,46, 47].

Trabajos recientes han demostrado que las mutaciones de PIK3CA reprograman el
metabolismo celular y generan una dependencia por glutamina en células cancer colorrectal
[48]. Por otro lado, se ha demostrado que PIK3CA es regulado transcripcionalmente por el
micro RNA 375 (miRNA-375), sin embargo en diferentes tumores se encuentra subexpresado
este microRNA [49].
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PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA
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A pesar de que se ha encontrado una alta frecuencia de mutaciones de PIK3CA en CC, aun no
se entiende la relevancia que tienen estas mutaciones en la fisiologia de esta neoplasia. La
mayor frecuencia de mutaciones de PIK3CA se presenta principalmente en mujeres
diagnosticadas con CC a una edad mayor independientemente del tipo viral de ese grupo de
edad. Por tanto, posiblemente las mutaciones de PIK3CA en estas mujeres de edad avanzada

pudieran contribuir al desarrollo de un cancer invasor.

Dado que las mutaciones en PIK3CA se asocian principalmente a mujeres de edad avanzada
con CC, no se sabe si son eventos ligados directamente al proceso de carcinogénesis cervical
en esas pacientes. Por otra parte, no se sabe si dichas mutaciones son generadas también
espontaneamente en el cérvix de las mujeres sanas durante el transcurso de su vida,
conforme avanza la edad.

Una manera de investigar si las mutaciones de PIK3CA estan directamente ligadas a la
carcinogénesis cervical fue mediante un estudio de casos y controles, explorando las
mutaciones de PIK3CA en un grupo de mujeres con CC y un grupo de mujeres control. Para
determinando el riesgo o razon de momios (OR) que representan las mutaciones en el

desarrollo de CC.

La importancia del estudio de las mutaciones de PIK3CA es que ya existen drogas blanco
especificas, al menos contra las mutaciones localizadas en la region cinasa de la proteina,
que podrian utilizarse en la terapia de las pacientes con CC.
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JUSTIFICACION
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A pesar, de los programas implementados de deteccion oportuna del CC y la vacunacion
contra los VPHs mas oncogénicos, el CC sigue siendo un problema de salud publica en el
mundo.

En México el CC es la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres, tiene una tasa
de mortalidad de 10 muertes por cada 100,000 mujeres entre 40 y 49 afos y esta aumenta
con la edad llegando a 55 muertes en las mujeres mayores de 80 afos [www.inegi-
2012.orq].

Los programas de vacunacion contra el VPH-16 y 18 en mujeres jovenes solo protege a un
sector de la poblacion y su efecto se vera reflejado dentro de 30 afos. Mientras que las
mujeres adultas las cuales presentan una alta frecuencia de otros tipos virales quedan
desprotegidas y pudieran desarrollar CC. Esto genera la necesidad de estudiar cuales son los
factores que contribuyen al desarrollo del cancer cervical en las mujeres adultas y como
participan con los VPHSs.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS.

Dado que, las mutaciones E542K y E545K en el gen PIK3CA son muy frecuentes en las
pacientes con CC con una edad avanzada, considero que son eventos directamente
relacionados con la carcinogénesis tumoral en las mujeres de edad avanzada. Por lo que se
espera encontrar una diferencia en la frecuencia de las mutaciones entre los casos y
controles. Asimismo el riesgo para desarrollar CC en base a esas mutaciones pudiera ser
independiente del riesgo conferido por los diferentes tipos de VPH.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar el riesgo que confieren las mutaciones E542K y E545K del gen PIK3CA en la

carcinogénesis cervical en mujeres menores y mayores de 50 afios.
OBJETIVOS PARTICULARES.

¢ Identificar las mutaciones puntuales E542K y E545K de PIK3CA en biopsias de
tumores de CC y exudados de mujeres sanas, menores y mayores de 50 afios.

e Realizar el analisis de casos y controles en un modelo de regresion logistica univariado
para determinar el riesgo que confieren las mutaciones E542K y E545K al desarrollo
de CC en mujeres menores y mayores de 50 afios.

e Realizar el analisis de casos y controles en un modelo de regresion logistica
multivariado para determinar el riesgo que confieren las mutaciones E542K y E545K,
los diferentes tipos de VPHs y los factores del estilo de vida en el desarrollo de CC en

mujeres menores y mayores de 50 anos.
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MATERIAL Y METODOS
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SELECCION DE PACIENTES, DISENO DEL ESTUDIO Y PUNTOS FINALES.

Las muestras de este estudio provienen de 462 pacientes diagnosticadas con CC por el
departamento de Oncologia y de 462 mujeres con epitelio cervical normal evaluadas por el
Departamento de Obstetricia y Ginecologia del Hospital General de México. Los criterios de
inclusion de las pacientes con CC fueron: diagnostico clinico de CC invasivo por el
departamento de Oncologia, sin tratamiento previo, nacidas y residentes en México y con
ancestria mexicana que se remonte a dos generaciones. Las pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion fueron reclutadas secuencialmente a partir de noviembre del 2003 hasta
julio del 2007. Los tumores de las pacientes fueron clasificados clinicamente de acuerdo a la
federacion internacional de ginecologia y obstetricia (FIGO). Dos muestras de biopsia fueron
tomadas de los tumores durante el examen de colposcopia. Una muestra se dividio en dos
partes iguales: una parte se fijo en tampdn de formamida para el analisis morfologico y la otra
parte junto con la sequnda muestra de biopsia se congelo con hielo seco y se guardo a -80 °C
hasta su analisis. Para la deteccion y tipificacion de los VPHs se realizd un raspado del
exocérvix y endocérvix con cytobrush de las pacientes y controles, las células se
suspendieron en un vial con tampon de extraccion y se almaceno a -20°C. EL DNA se extrajo
y purifico usando el kit PureLink Genomic DNA (nvitogen, Grand Island NY) | 5 deteccion del VPH se
realiz0 mediante PCR utilizando primers universales para genes del VPH (L1 MY09/MY11,
GP5+/6+, y L1C1). Los tipos virales fueron identificados por secuenciacion fluorescente Kt
BigDye Terminator Ready Reaction, Applied Biosystems, Foster city, CA) @ [as bandas amplificadas en las muestras
positivas y se analizaron con la herramienta de similitud de secuencias FASTA EVBELEB) Ge
investigado si los factores de estilo de vida de las pacientes se asocia con la distribucion de la
enfermedad por rango de edad. Los factores estudiados fueron; edad de la primera relacion
sexual, nimero de parejas sexuales, estado civil, uso de anticonceptivos, tabaquismo, edad
del primer embarazo y prueba de Papanicolaou previa. Cada uno de estos factores fue
obtenido de los registros médicos de las pacientes a través de encuestas elaboradas por
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personal capacitado. Las muestras fueron agrupadas en dos grupos de edad, mujeres <50
anos y mujeres >51 anos.

AMPLIFICACION DEL EXON-9 DE PIK3CA.

Se amplifico el exon 9 del gen PIK3CA por PCR, ya que es la region donde se presentan las
dos mutaciones de interés E542K y E545K, mediante primers especificos (FW-
AGTAACAGACTAGCTAGAGAC- y RV- CTGTGACTCCATAGAAAATCTT) y con una temperatura de
alineamiento de 54°C. Se adiciono 10 ng/ pL de ADN a la mezcla de reaccion para obtener un
volumen final de 25 pL que contiene; 20 mM de Tris-HCL (pH8.8), 1 mM de MgClI2, 50 mM de
KCI, 200 uM de dATP, dTTP, dGTP, y dCTP, 1uM de cada primer, y 1-2 U de Tag DNA
polymerase Platinum(™ten Degspués de una desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos la
reaccion de amplificacion se llevo a cabo durante 40 ciclos en un termociclador®@eplied Biosystems-
27200 con una etapa inicial de 94°C durante 30 segundos, una segunda de 54°C por 30
segundos y la tercera a 72°C durante 30 segundos. Después de este ciclado las reacciones
se mantuvieron a 72°C durante 7 minutos. Los amplificados se analizaron por electroforesis
en un gel de agarosa (2%) con 0.3pg/mL de bromuro de etidio durante 30m-1h a 120 V, de
acuerdo a su tamaro (125 pb) y al marcador de peso molecular.

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR.

En una reaccion previa de PCR quedan restos de cebadores (primers) y dNTPs que no se
utilizaron en la reaccion, ambos reactivos deben eliminarse para no generar fondo en la
metodologia de SNaPshot y secuenciacion tipo Sanger.

Para ello se utilizo el reactivo EXO-SAP-IT US®), Esta solucion comercial esta compuesta de dos
enzimas; exonucleasa 1, la cual degrada fragmentos de DNA de cadena sencilla como los
cebadores y la fosfatasa alcalina que hidroliza los dNTPs que no se utilizaron en la reaccion
de PCR. Se mezclaron 2 pL de EXO-SAPYS® con 5 pL de producto de PCR (amplificado de
PIK3CA) en un tubo de 0.5 mL, incubando durante 20 minutos a 37°C en un
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Thermomixer®rrendod para que se dé la reaccion. Pasado el tiempo de reaccion las muestras

se incubaron durante 15 minutos a 80°C para inactivar a las enzimas (EXO-SAP).
IDENTIFICACION DE LAS MUTACIONES POR SNaPshot.

La metodologia que se empled para identificar las mutaciones en el EXON-9 de PIK3CA fue
SNaPshot @erlied Bosystems) - fyndamentada en la técnica de extension del cebador. Se disenaron
primers complementarios para cada una de las mutaciones cuyo extremo 3’ finaliza justo un
nucledtido antes del nucledtido mutado 542 (GAA—AAA) y 545 (GAG—AAG).Mediante
dideoxinucledtidos (ddNTPs o terminadores) marcados con diferentes fluorocromos, la
polimerasa incorporara solamente un nucledtido al extremo 3’ y termina la reaccion,
marcando el perfil del nucledtido de interés.

Para esta metodologia se utilizd el kit de SNaPshot de Applied Biosystems. Las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen final de 5 pL, que contiene 2.5 pL de Buffer mix de SNaPshot,
02 puM de Mix de primers 542/545 (542-FW CTACACGAGATCCTCTCTCT, 545-RV
CATAGAAAATCTTTCTCCTGCT) y 1.5 pL de producto de PCR tratado con EXO-SAP. La
extension de los cebadores se llevd a cabo en un termociclador durante 25 ciclos; 10
segundos a 96 °C, 5 segundos a 54°C y 30 segundos a 60°C, seguido de un enfriamiento a
4°C.

POST-EXTENSION (PURIFICACION).

Para remover los grupos fosfato 5" que pudieran intervenir en la electroforesis capilar. Se
mezclaron 1.0 unidad de fosfatasa alcalina (SAPY®) a cada mezcla de reaccion obtenida del
SNaPshot y se incubo durante 1 hora a 37°C en un Thermomixer®rendod nara hidrolizar los
ddNTPs. Para inactivar a la enzima (SAP) se incubo a 75°C durante 15 minutos.

SECUENCIACION TIPO SANGER.

Para validar el perfil de mutaciones se secuencio el EXON-9 de PIK3CA por el método de
fluorescencia de ciclos de temperatura con el Kit BigDye Terminator Ready v3.1 (Aplied Biosystems)
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Con un volumen final de la mezcla de reaccion de 5.5 pL, que contiene 2 pL de BigDye
Terminator, 1 pL BigDye Sequencing Buffer, 1 pL de primer y 1.5 yL de templado (producto
de PCR tratado con EXO-SAP).Con una etapa inicial de 96 °C durante 1 minuto y seguido de
25 ciclos a 96 °C por 30 segundos, 54 °C durante 15 segundos y 60 °C por 1:30 minutos, con
una etapa final a 4 °C. Cada reaccion de secuencia se purifico por el método de columna.

ELECTROFORESIS CAPILAR.

Para la electroforesis capilar se utilizo el equipo ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer @elied
Biosystems) - G mezceld 30 pL de Hi-Di formamida, 2 pL de producto del SNaPshot y 1.5 pL de
GeneScan-120Liz por cada reaccion, para obtener un volumen final de 33.5 pL. Para la
secuenciacion Sanger, se diluyo cada muestra con 20 pL de Hi-Di formamida. Las muestras
se dejaron incubar durante 5 minutos a 95°C para desnaturalizar, pasado el tiempo se
colocaron a 4°C hasta su analisis. Los perfiles de mutacion de SNaPshot se analizaron con el
software Genemapper 4.0 (eelied Biosystems) v [ag gecuencias con el software DNA Sequencing

AnalySiS (Applied Biosystems).
ANALISIS ESTADISTICO.

Los modelos de regresion logistica son modelos estadisticos en los que se desea conocer la
relacion entre dos variables: una variable dependiente cualitativa, dicotémica o con mas de
dos valores (multinominal) y una o mas variables (covariable) explicativas independientes, ya
sean cualitativas (dicotomicas) o cuantitativas. Por sus caracteristicas los modelos de
regresion logistica tienen dos finalidades; cuantificar la importancia de la relacion existente
entre cada una de las covariables y la variable dependiente (es decir, conocer la razon de
momios, OR, por sus siglas en ingles) y clasificar individuos dentro de las categorias
(presente/ausente) de la variable dependiente, segun la probabilidad que tengan de
permanecer a una de ellas dada la presencia de determinadas covariables. El objetivo
primordial que resuelve este andlisis es modelar como influye en la probabilidad de aparicion
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de un suceso, habitualmente dicotomico, la presencia o ausencia de diversos factores y el
valor o nivel de los mismos.

En este protocolo se analizé si los factores de estilo de vida, VPHSAR y las mutaciones de
PIK3CA contribuyen al inicio temprano o tardio de CC, para esto cada uno de los factores del
estilo de vida fue dividido en dos grupos de acuerdo al riesgo reportado para el CC, variables
de bajo riesgo (OR = 1) y variables de alto riesgo (Tabla 1).

Para la edad, los resultados fueron expresados como mediana y rango intercuartil 1.5x (IR =
25%-75%) y fue utilizada la prueba estadistica de U de Mann-Whitney para evaluar las
diferencias significativas entre grupos analizados. Las tendencias de distribucion de las
frecuencias fueron analizadas mediante la prueba de chi-cuadrada de Pearson. La asociacion
de las mutaciones de PIK3CA, los VPHSAR y factores de estilo de vida respecto al CC fue
estimada mediante un analisis de regresion logistica univariado y multivariado (prueba de chi-
cuadrada Wald), de resultados dicotdmicos (casos-controles) y las variables explicativas
(Mutaciones en PIK3CA, VPHSAR y factores de estilo de vida) en todas las pacientes y por
grupos de edad, mujeres jovenes (<50 afios) y mujeres de mayor edad (=51 afios). Para poder
realizar los modelos de regresion logistica, una de las muestras control se consideré como
positiva para cada una de las mutaciones de PIK3CA. La asociacion fue expresado como
razon de momios (OR), teniendo un margen de confianza (IC) del 95%. Todas las pruebas
estadisticas fueron de dos colas; las diferencias se consideraron estadisticamente
significativa cuando la P < 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron el programa
Sigma Plot (Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA) y SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS
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CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS PACIENTES CON CC Y MUJERES SANAS.

En este estudio se analizaron 329 pacientes de CC y 369 mujeres sanas (Tabla 1). El 97.9%
de los casos (n = 322) fueron positivos para un tipo de VPH, mientras que sélo el 13.5% (n =
50) de las mujeres sanas fueron positivas. De acuerdo con el tipo de VPH, el 92.4% (n = 304)
de los casos presentaron infecciones con VPHSAR, de los cuales el tipo 16 fue el mas
frecuente (47.1%, n = 155), sequido por el tipo 18 y 45 (10.3%, n =34; 7%, n =23,
respectivamente). El resto de los casos fueron positivos para los otros 11 VPHSAR
(31/33/35/39/51/52/56/58/59/66/68), con una frecuencia individual menor del 2% (28%, n =
92) o positivos para los VPHs de bajo riesgo (5.5%, n = 18). Al igual que en los caso de CC,
las infecciones por el VPH16 (2.4%, n = 9) y VPH18/45 (1.1%, n = 4) fueron las mas

frecuentes en las mujeres sanas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes con CC y mujeres sanas.
Frecuencia: % (n)

Casos Controles
Tipo viral
VPHSAR 92.4 (304) 8.4 (31)
VPH16 47.1 (155) 2.4 (9)
VPH18/45 17.3 (57) 1.1 (4)
Otros VPHs 28 (92) 4.9 (18)
VPHsBR 5.5(18) 5.1 (19)
Negativo 2.1(7) 86.4 (319)
Total 100 (329) 100 (369)
Tipo histolégico
Epidermoide 83.3 (274)
Adenocarcinoma 13.4 (44)
Otros 3.3(11)
Total 100 (329)
FIGO
[-11 75.7 (254)
-1v 24.3 (80)
Total 100 (329)

VPH: virus del papiloma humano, VPHsAR: virus del papiloma humano de alto riesgo,
VPHsBR: virus del papiloma humano de bajo riesgo,

Otros VPHSs incluye: VPH 31/33/35/39/51/52/56/58/59/66/68.

VPHSsBR incluye: VPH 6/11/26/34/42/44/53/54/61/64/69/70/71/82/84/85/89/91/97.
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Considerando la clasificacion histologica, el 83.3% (n = 274) de los tumores analizados
fueron epidermoides y el 13.4% (n = 44) adenocarcinoma. El resto (3.3%, n = 11) fueron
otros tipos histologicos poco frecuentes. La clasificacion clinica inicial de las pacientes con
CC de acuerdo a FIGO fue: estadio I-Il, 75.7% (n = 254) y estadio lll-IV, 24.3% (n = 80).

FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES E542K Y E545K EN LAS PACIENTES CON CC Y MUJERES
SANAS.

En el 24% (n = 79) de los 329 casos de CC se encontré al menos una de las dos mutaciones
del gen PIK3CA (Tabla 2) y en 5 casos se encontraron ambas mutaciones. La mutacion E545K
presentd una frecuencia individual del 14.6% (n = 48) y la mutacion E542K del 10.9% (n =

36). En los controles no se encontrd ninguna de las mutaciones.

Tabla 2. Frecuencia de las mutaciones E545K y E542K.

PIK3CA Frecuencia: % (n)
E545K/E542K 24 (79)
E545K 14.6 (48)*
E542K 10.9 (36)*
E545E/E542E 76 (250)
Total 100 (329)

*En 5 tumores se encontraron las dos mutaciones, fueron agrupadas
de forma independiente en cada grupo.

ANALISIS DE LAS MUTACIONES E542K Y E545K POR EDAD.

La mediana de la edad de las pacientes con CC y las mujeres sanas fue de 50 afios (IQR =
22-89; 1QR = 17-79, respectivamente). Cuando se considerd a las pacientes con al menos
una de las dos mutaciones de PIK3CA (Figura 1), la mediana de la edad fue de 54 anos (IQR
=.24-78). No se observo una diferencia estadistica significativa (P = 1.0) al comparar la edad
de las pacientes con cada mutacion de manera individual (E545K: mediana = 54 afios, IQR =
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24-74; E542K: mediana = 54 anos, IQR = 37-78). La mediana de |a edad de las pacientes (48
anos, IQR = 22-89) con los codones normales (E545E/E542E) de PIK3CA, es 6 anos menor
que la mediana de la edad de las pacientes con al menos una de las dos mutaciones, con una
diferencia estadistica significativa (P = 0.014).
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E545K ES42K  E545K/E542K E545E/E542E
PIK3CA

Figura 1.Distribucion de la edad de las pacientes por las mutaciones E542K y E545K. EL box plot muestra la edad
de las pacientes con las mutaciones E542K, E545K y al menos una de las mutaciones E545K/E542K, respecto a
los codones normales E545E/E542E. El limite superior e inferior de las cajas representan los percentiles 75 y 25
respectivamente. Las lineas negras y punteadas dentro de las cajas representan la mediana y los valores medios
respectivamente, y los bigotes representan el minimo y maximo valor que se encuentra dentro del rango inter
cuartilo 1.5x desde el extremo de la caja. Valores fuera de este rango estan representados por circulos negros La
significancia estadistica de la diferencia en la edad media entre las mutaciones y E545E/E542E fue determinada

Para analizar la frecuencia de las mutaciones de PIK3CA, dividimos los casos en dos grupos
de edad considerando la mediana (< 50 y > 51 afios). Se observo que casi se duplico la
frecuencia de las mutaciones de PIK3CA (32%, n = 49) en el grupo de mayor edad, en
comparacion del grupo de menor edad (17%, n = 30). Lo mismo ocurrid al considerar la

frecuencia de las mutaciones individualmente (Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia de las mutaciones E542K y E545K en pacientes con CC de acuerdo a la edad. La figura
muestra la frecuencia relativa (%) de las mutaciones E542K y E545K en pacientes con CC agrupadas en dos

grupos de edad <50y >51.

Para identificar |a relacion entre la frecuencia de las mutaciones de PIK3CA con la edad de las
pacientes con CC, ésta se analizd en intervalos de 10 afios (Figura 3). Se observo que la
frecuencia de las mutaciones E545K/E542K aumentaban con la edad de las pacientes, con un
pico maximo en el rango de 51-60 afios y posteriormente una pequefia tendencia
decreciente. La frecuencia de al menos una de las mutaciones de PIK3CA fue dependiente de
la edad de las pacientes con un coeficiente de correlacion de 0.825 estadisticamente
significativo (P = 0.0432). Esta misma relacion se observd al analizar las mutaciones de

Grupos de edad (afios)

E545E/E542E
E542K
B E545K

forma individual (E545K: r2 0.915, P = 0.0106. E542K: r2 0.818, P = 0.0465).
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Figura 3. Distribucion de las mutaciones E542K y E545K por intervalos de 10 afios en las pacientes con CC. La
figura muestra la distribucion de la frecuencia de las mutaciones E545K/E542K (circulos morados), E545K (circulos
azules) y E542K (circulos verdes), durante intervalos de edad de 10 afos en las pacientes con CC (n=329).

ANALISIS DE LAS MUTACIONES E542K Y E545K POR TIPO VIRAL.

Para el andlisis de la distribucion de las mutaciones de PIK3CA en relacion al tipo de VPHSAR,
consideramos 3 grupos (Figura 4A). La mayor frecuencia de al menos una mutacion se
presentd con el tipo viral 16 (28.4%, n = 44), con una proporcion similar entre ambas
mutaciones (E545K: 17.4%, n = 27; E542K: 13.5%, n = 21); de forma similar esto se observo
en el grupo de los otros VPHSAR. Con los tipos virales 18/45, se observo una menor
frecuencia para al menos una de las dos mutaciones (14%; n = 8), siendo la mutacion E545K
(12.3%, n = 7) casi tres veces mas frecuente que la mutacion E542K (3.5% n = 2).

Al considerar los dos grupos de edad y los VPHSAR (Figura 4B-C), confirmamos que la
frecuencia de al menos una de las mutaciones de PIK3CA fue mayor en las mujeres > 50 anos
(Figura 4C) y no se observo diferencia en la proporcion de la frecuencia de las mutaciones
individuales considerando el tipo viral.
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Figura 4. Distribucion de las mutaciones E542k y E545K de acuerdo al tipo viral. La figura muestra la frecuencia de
las mutaciones E542K y E545K con respecto al VPH 16, VPHs 18/45 y otros VPHSAR en los 329 casos de CC. El
panel A muestra la proporcién global de las mutaciones y los VPHsAR. El panel B muestra la proporcion de las
mutaciones y VPHSAR en las mujeres <50 afos. El panel C muestra la proporcién de las mutaciones y VPHSAR en
las mujeres >50 afios.
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FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES E542K Y E545K DE ACUERDO CON EL TIPO HISTOLOGICO
TUMORAL Y LA CLASIFICACION FIGO.

La frecuencia de al menos una de las mutaciones de PIK3CA fue muy similar en los dos tipos
histologicos mas frecuentes (~25%). Sin embargo, en los adenocarcinomas, la mutacion
E545K (20.5%, n = 9) fue casi cinco veces mas frecuente que la mutacion E542K (4.5%, n =

2); mientras que en los carcinomas epidermoides, esta proporcion fue igual (Figura 5).

100
90 -+
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30 ~
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10 ﬂ |
O A T T 1

CE AC Otros Total
(n=274) (n=44) (n=11) (n=329)

E545E/E542E
E542K

Frecuencia (%)

B E545K

Histologia

Figura 5. Frecuencia de las mutaciones E542K y E545K de acuerdo al tipo histoldgico. La figura muestra la
frecuencia (%) de las mutaciones E542K y E545K de acuerdo al tipo histoldgico en las 274 muestras de carcinoma
epidermoide (CE) y 44 muestras de adenocarcinoma (AC).

Cuando se considero el estadio clinico FIGO no se encontrd diferencia en la frecuencia de al
menos una de las mutaciones de PIK3CA. Al analizar las mutaciones de manera individual,
E545K fue mas frecuente (16.1%, n = 40) en los estadios iniciales (I-l) mientras que la
mutacion E542K fue mas frecuente (16.3%, n = 13) en los estadios avanzados (Figura 6).
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Figura 6. Frecuencia de las mutaciones E542K y E545K de acuerdo a la clasificacion FIGO. La figura muestra la
frecuencia (%) de las mutaciones E542K y E545K segn la clasificacion FIGO que esta agrupada en estadio I-1l (n =
249) y llI-IV (n = 80).

ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON CC POR GRUPOS DE EDAD.

En el total de los casos (Tabla 3), los VPHsSAR fue el factor con OR mas alto (116.9, IC 68.6-
199.3). Cuando se analizd el tipo viral de manera individual, el OR para VPH16 se incremento
hasta 201.3 (IC 93.1-435.5), seguido de los VPH18/45 (OR = 116.6, IC 56.4-491.7). EI OR de
cada tipo viral al considerar los grupos de edad < 50 afnos y =51 afos se modifico
radicalmente. Mientras que en las mujeres jovenes los VPHs18/45 confirieron el mayor riesgo
(OR = 470.4, IC 60-3688.9), el VPH16 fue para las mujeres de mayor edad (OR = 364.9, IC
81.2-1639.4), en una proporcion de 4 y 3 veces mayor respectivamente, en relacion al total.

Cuando se considerd al menos una de las mutaciones de PIK3CA en el total de las pacientes,
el riesgo fue similar al conferido por los VPHSAR. Sin embargo en los grupos de edad, este
riesgo disminuye, siendo inferior al dado por los VPHSAR de mayor riesgo especifico para
cada grupo (Tabla 3, grupos de edad). El riesgo de desarrollar CC al presentar un mutacion de
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PIK3CA fue el doble en las mujeres mayores (81, IC 11-595.7) que en las mujeres jovenes
(40.1,1C 5.4-297.2).

De los 8 factores de estilo de vida analizados individualmente en el total de |la muestra (Tabla
3, factores de estilo de vida), solo “anticonceptivos orales” no proporciond un riesgo
estadisticamente significativo para desarrollar CC. El OR de cada uno de los factores fue
inferior al de los VPHSAR y las mutaciones de PIK3CA. Cuando se considerd la edad de las
pacientes, algunos factores no aportaron riesgo para desarrollar CC.

Con el analisis de RLM se determin6 que factores otorgaron de forma independiente un riesgo
de desarrollar CC (negritas en Tabla 3): VPHSAR, mutaciones de PIK3CA, “edad de la primera
relacion sexual”, “ndmero de hijos” y “prueba de Papanicolaou previa”, con la omision de
“numero de hijos” en las mujeres de mayor edad. Con este modelo, se descartd la hipotesis
nula (P < 0.0001, likelihood ratio test); se ajustaron los datos (P > 0.05, Hosmer-Lemeshow
test) y se obtuvo una prediccion global del 81.9% en las mujeres < 50 afios y del 83.2% en
las mujeres > 51 afos. Mientras que los VPHSAR explicaron el 73.4 % (r2 = 0.734 Nagelkerke)
de los casos de CC en las mujeres jovenes y 74.2% (r> = 0.742 Nagelkerke) en las mujeres
mayores, las mutaciones de PIK3CA sélo explicaron el 13.6% (r? = 0.136 Nagelkerke) y el
27.5% (r? = 0.275 Nagelkerke) respectivamente. Esto confirm¢ que las variables explicativas
en cada grupo fueron independientes y contribuyeron al desarrollo temprano o tardio de CC.
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a El grupo control se tomd como una variable de referencia (OR = 1) ; los OR se calcularon mediante un modelo de regresion logistica , con valor de p y un intervalo de confianza del 95 %.

b VPH negativos incluye a otros VPHs AR y VPHs BR
¢ Incluye a los VPHs AR 33/35/39/52/56/59/66/68

d No se conto con la informacién de 5 pacientes

e No se conto con la informacién de 5 pacientes
fNo se conto con la informacion de 3 pacientes

g No se conto con la informacion de 3 pacientes

h Incluye a mujeres nuliparas

i Incluye a pacientes que asistieron una vez a la citologia
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DISCUSION
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En este estudio de casos y controles, encontramos una frecuencia del 24% de las mutaciones
E545K/E542K del gen PIK3CA y se asociaron principalmente a las mujeres con CC de mayor
edad, siendo un factor de riesgo importante para este grupo (OR = 116.3, IC 16.1-841.3). No
identificamos una asociacion entre las mutaciones de PIK3CA'y los VPHSAR, los cuales son el
factor necesario para el desarrollo de CC. Posiblemente estos dos factores actuan de forma
independiente en el proceso de carcinogénesis cervical. Algunos factores del estilo de vida de
las pacientes contribuyen de forma independiente y en menor medida en el desarrollo de CC.

E545K/E542K del gen PIK3CA pueden ser mutaciones somaticas que se acumulan durante la
vida de las pacientes en las células cervicales. Sin embargo, cabe la posibilidad que sean
mutaciones de la linea germina, representando un factor intrinseco de riesgo para CC. Una
forma de confirmarlo es mediante la identificacion de ambas mutaciones en células no
relacionadas con el cérvix, como lo son las células sanguineas en las pacientes que
presentaron las mutaciones de PIK3CA.

Estudios recientes de secuenciacion a gran escala del genoma tumoral han revelado que
PIK3CA es el oncogén mas mutado en diferentes tipos de cancer [50]. Las mutaciones en
PIK3CA son comunes en cancer de colon, mama y endometrio, con frecuencias del 20-40%
[2]. La frecuencia de las mutaciones puntuales E542K y E545K del exon 9 de PIK3CA
encontrada para CC en este estudio es similar a la frecuencia reportada por un trabajo previo
que incluyo muestras de CC de varios paises de Latinoamérica, incluyendo a México, en el
que se considero el total de mutaciones para este gen [18]. Estudios de Suecia y Noruega
reportan frecuencias menores del 8.5% y 14%, respectivamente [19, 20].

Las alteraciones genéticas son comunes en el desarrollo tumoral, siendo las mutaciones
somaticas un elemento necesario e indispensable para diferentes tumores. A diferencia de
otros tumores en el CC las proteinas virales E6 y E7 juegan un papel preponderante en la
transformacion neoplasica. Algunos genes que se encuentran recurrentemente mutados en
CC son; PTEN (6%), STK11 (4%), MAPK1 (8%), y KRAS (8%) [51, 20]. Sin embargo, estas
frecuencias son menores a las reportadas para PIK3CA y a la encontrada en este estudio,
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demostrando que las mutaciones de PIK3CA tienen una jerarquia mayor en el CC. Las
mutaciones de PIK3CA pueden ser consideradas como una mutacion conductora, que se
conserva durante la carcinogénesis. A diferencia de las mutaciones pasajeras que no tienen

una relevancia y no se perpetua en el genoma.

Las mutaciones puntuales E542K y E545K en CC representan el 80% de las mutaciones de
PIK3CA, a diferencias de otros tumores donde la mutacion H1047R del exon 20 es la mas
frecuente [18]. La mutacion H1047R se localiza en el dominio cinasa de la proteina de PIK3CA
(P110a), generando un cambio conformacional del dominio catalitico que favorece una mayor

zona de contacto con su sustrato PIP2 [45].

Las mutaciones E542K y E545K son mutaciones de cambio de sentido que resultan en la
sustitucion de un acido glutamico por una lisina en la posicion 545 y 542 del dominio
helicoidal de la proteina de PIK3CA. Se ha demostrado que ambas mutaciones debilitan la
interaccion de la subunidad reguladora P85, permitiendo la interaccion con pequenas
GTPasas [46]. Las mutaciones del dominio helicoidal y del catalitico (H1047R) originan una
ganancia de funcion de la enzima de PIK3CA, resultando en una sobre activacion de la via
PI3K/AKT que promueve la carcinogénesis tumoral [52]. La via PI3K es activada por la
estimulacion de receptores con actividad de tirosina cinasa, la generacion de PIP3 por parte
de PI3K recluta a proteinas adaptadoras como PDK-1y a la cinasa AKT. AKT es una cinasa de
serina/treonina que regula multiples proceso celulares como son la proliferacion,

metabolismo, apoptosis, crecimiento y migracion [28].

La alta frecuencia de mutaciones E545K/E542K de PIK3CA en CC, nos sugiere una ventaja
selectiva en el proceso de la carcinogénesis cervical. EIl CC es una complicacion poco
frecuente (10%) de la infeccion viral, la mayoria de las infecciones son transitorias y no
evolucionan a lesiones neoplasicas [53]. Se ha demostrado que la infeccion por el VPH por si
sola no causa CC y que factores genéticos como duplicaciones, deleciones, mutaciones
puntuales o regulacion epigenética, contribuyen al desarrollo de un cancer invasivo [12]. En
este sentido, estudios in vitro han demostrado que la activacion de la via PI3K es muy
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importante en el proceso de inmortalizacion celular por el VPH [22]. Por tanto, las mutaciones
de PIK3CA, podrian considerarse mutaciones conductoras en la expansion clonal de células
inmortalizadas por el VPH.

Una mayor proporcion de las mutaciones de PIK3CA se encontrd en los tumores de las
mujeres de mayor edad (>51), en los cuales aumento6 la frecuencia de los VPHSAR pero de
bajo potencial oncogénico, como ya ha sido reportado, a diferencia de las mujeres jovenes
que presentaron una alta frecuencia de los tipos virales 16, 18/45 y 39 [4]. Al analizar la
relacion de frecuencias entre las mutaciones de PIK3CA y los VPHSAR, se observd que las
mutaciones son independientes del tipo viral. Posiblemente las mujeres positivas para
VPHsAR de bajo potencial oncogénico evolucionaron a CC a través de la acumulacion de un
mayor nimero de alteraciones genéticas, como son las mutaciones de PIK3CA. En este
contexto, se sugiere que a diferencia de los VPH16 y 18 (de alto potencial oncogénico), los
otros VPHSAR requieren mutaciones claves para poder generar una lesion preneoplasica y
posteriormente una lesion invasora. Las mutaciones de PIK3CA pueden ser relevantes para
este tipos VPHSAR, confiriéndoles ciertas ventajas para la progresion tumoral, ya que PIK3CA
forma parte de la via PI3K, la cual regula multiples proceso que son necesarios para el
mantenimiento tumoral.

En este estudio se volvio a corroborar que el VPH es el principal factor de riesgo para
desarrollar CC. Ademas demostramos que las mutaciones E545K/E542K de PIK3CA'y algunos
factores de vida de las pacientes proporcionan un riesgo aditivo para CC. El OR de las
mutaciones de PIK3CA fue significativo y mayor que el OR de los factores de estilo de vida en
el analisis total y por grupos de edad. El OR de las mutaciones aumento el doble en las
mujeres =51 en comparacion de las mujeres jovenes, representando un riesgo mayor para
este grupo de edad. EI OR de los VPHSAR fue el mas alto en las mujeres jovenes, mientras
que en las mujeres =51 afos, el OR de las mutaciones y el OR de los VPHs 18/45 y los otros
VPHSAR fueron similares, sin representar un riesgo mayor que el VPH 16. Esto nos confirma
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que las mutaciones de PIK3CA tienen un papel muy importante en las mujeres de edad
avanzada representando un cofactor para los VPHSAR.

La ganancia de funcion que se genera por las mutaciones E545K/E542K en PIK3CA impactan
en el fenotipo tumoral debido a los procesos celulares que regula. Se ha demostrado que la
sobre activacion de la via PI3K/AKT esta frecuentemente relacionada con tumores mas
agresivo resistentes a terapias como inhibidores de cinasas, radiaciones, citotoxicos y
bioldgicos [54]. Por su parte, estudios in vitro demuestran que células de CC con la mutacion
E545K de PIK3CA muestran resistencia a la administracion de cisplatino, una droga utilizada
como agente terapéutico en diferentes tumores [55].

Actualmente inhibidores de la via PI3K/AKT se estan evaluando en modelos pre-clinicos para
determinar si pueden restaurar la sensibilidad de los agentes terapéuticos cuando se
administran en combinacion. En cancer de mama, pulmon y glioblastoma, se han encontrado
evidencias pre-clinicas que demuestran que los inhibidores de PI3K 0 mTOR pueden restaurar
esta sensibilidad [56]. Algunos de los inhibidores de la via PI3K mejor caracterizados son
wormamina y LY294002. Ambos han demostrado ser agentes anti tumorales eficaces en
modelos in vitro e in vivo. LY294002 es ser un inhibidor in vitro de PI3K y de la fosforilacion
rio abajo de PIK3CA en cancer de mama y colon. Sin embargo, debido a su marcada
citotoxicidad, LY294002 y wormanina no tienen una utilidad clinica. Ademas no son ideales
para la inhibicion especifica de las mutaciones en PIK3CA, ya que pueden inhibir otras
cinasas de la familia PI3K. Recientemente, varios grupos estan desarrollando inhibidores mas
selectivos de PIK3CA con mejor eficacia en modelos in vitro e in vivo. Inhibidores de la via
PI3K como XL147 (Exilixis), BEZ235 (Novartis), y GDC-0941 (Genentech) se encuentran en
ensayos pre-clinicos de fase 1 [54]. También se ha reportado que el uso de algunos
inhibidores de la via PI3K en pacientes con tumores metastasicos, que presentan mutaciones
en PIK3CA tienen una mayor tasa de sobrevida en comparacion de los pacientes sin
mutaciones en el gen [24]. En este sentido, el perfil de mutaciones de PIK3CA permitira la
seleccion de pacientes que pueden tener una alta probabilidad de respuesta a inhibidores de
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la via PI3K. El estatus de mutaciones de PIK3CA puede ser usado como un biomarcador o
blanco terapéutico en CC. Sin embargo se necesitan mas estudios para entender los
mecanismos moleculares de como las mutaciones de PIK3CA favorecen la carcinogénesis
cervical y el disefio de inhibidores especificos que reconozcan las mutaciones mas frecuentes
en CC.
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CONCLUSIONES.

Los resultados de este estudio nos permiten entender la relevancia que tienen las mutaciones
en el CC. Se ha demostrado que las mutaciones E545K/E542K de PIK3CA tienen una
frecuencia del 24% en CC. La mayor proporcion de las mutaciones se presentan en los
tumores de las mujeres de edad avanzada, los cuales son positivos a VPHSAR con bajo
potencial oncogénico. Las mutaciones de PIK3CA generan un riesgo alto de desarrollar CC,
con una relacion proporcional a la edad de la paciente. El conocer el perfil de mutaciones de
los tumores también nos permite identificar posibles blancos terapéuticos.

PERSPECTIVAS.

El encontrar una alta frecuencia de mutaciones de PIK3CA, genera la necesidad de investigar
cuales son los mecanismos moleculares por los cuales PIK3CA participa en la carcinogénesis
cervical. Mediante estudios in vitro e in vivo de silenciamiento o sobreexpresion de las formas
mutantes de PIK3CA, y ensayos de proliferacion, metabolismo, apoptosis y crecimiento
celular, se podra tener un acercamiento de como participan las mutaciones en CC. Para
determinar si las mutaciones de PIK3CA se acumulan durante la carcinogénesis cervical, un
estudio con muestras de lesiones pre neoplasicas (LIE) nos permitira corroborar esta
afirmacion. Por otro lado, para descartar que las mutaciones pertenezcan a la linea germinal
en las pacientes con CC, un estudio del perfil de PIK3CA de muestras de cérvix y células no

relacionadas con el mismo, nos permitira demostrar que pertenecen al linaje somatico.
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