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El pronéstico de las pacientes con cancer cervicouterino (CaCu) se determina a
partir de caracteristicas clinico-patolégicas del tumor que incluyen, edad de la
paciente, el estadio al momento del diagndstico, tipo histoloégico, tamafo del tumor,
invasion a ganglios linfaticos, entre otros. En la poblacién mexicana se estima que
pacientes con CaCu tienen una tasa de supervivencia del 60% a 10 afos
independientemente de la edad al momento del diagndstico. Estudios de firmas
génicas en CaCu realizados por el consocio The Cancer Genome Atlas (TCGA)
indican que este tipo de cancer es diverso a nivel molecular; ademas estos estudios
han permitido identificar posibles biomarcadores para CaCu. En este trabajo se
evalud la expresion del gen y la proteina PIGX en cancer cervicouterino en relacion
con las caracteristicas clinico-patologicas del tumor que estan asociadas al
pronostico de las pacientes. En la primera parte de este trabajo se determiné los
niveles de expresion de ARNm de PIGX con respecto a la supervivencia de
pacientes con CaCu utilizando la bases de datos del TCGA que contiene los datos
clinicos y de expresion del ARNm de PIGX de 311 pacientes. Para la segunda parte
de este trabajo se evalud los niveles de expresion de la proteina de PIGX en 18
biopsias de pacientes en una cohorte de pacientes de la cual se tienen datos clinico-
patolégicos de cada paciente. Los resultados de este estudio mostraron que los
altos niveles de expresion del ARNm de PIGX en carcinoma escamoso de cérvix
estan asociados a alta probabilidad de supervivencia; incluso, la alta expresion del
ARNm de PIGX en pacientes diagnosticadas con estadio | y con carcinoma
escamoso queratinizante de cérvix estan asociadas a alta probabilidad de
sobrevida. Ademas, los resultados revelan que las pacientes dadas de alta
clinicamente presentan mayor expresion de la proteina PIGX con respecto a las
pacientes que fallecieron o que presentaron metastasis o recurrencia. Estos datos

sugieren que PIGX podria ser usado como potencial biomarcador pronéstico.

Palabras clave: Cancer cervicouterino, PIGX, pacientes, supervivencia, pronéstico.
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Localizacion del cancer cervicouterino

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion anormal y
desenfrenada de las células, que son capaces de invadir tejidos circundantes y de
migrar hacia tejidos distantes (Roy et al., 2016; Papadakis 2022). El cancer
cervicouterino (CaCu) es un tipo de cancer que ocurre en las células del cuello
uterino o cérvix, que se localiza entre la parte inferior del utero y la vagina (Hoffman
et al., 2020) (Figura 1). EI CaCu es de evolucion lenta y se caracteriza por la
aparicion de lesiones precancerosas denominada lesiones intraepiteliales de cérvix
0 neoplasias intraepiteliales de cérvix, las cuales pueden ser tratadas para evitar su

progresion a CaCu (Sanabria Negrin et al., 2011; Fowler et al., 2023).
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Figura 1. Localizacion del cervix o cuello uterino en el aparato reproductor femenino. A) Tejido ectocérvix, endocérvix y zona
de transformacion del cuello uterino. B) Corte histolégico sagital mostrando el canal endocervical préximo al utero, la zona de
transformacion y el ectocérvix, el cual se encuentra proximal a la vagina. (Imagenes modificadas y adquiridas de Valencia
Mayoral et al., 2015; Burmeister, et al., 2022).

Panorama mundial del CaCu



A nivel mundial, el CaCu es el cuarto tipo de cancer diagnosticado con mas
frecuencia en la mujer y ocupa el puesto numero cuatro en muertes por cancer en
la mujer (GLOBOCAN 2020; Sung et al., 2021; Mayadev et al., 2022) (Figura 2). En
2016 el CaCu representaba el tercer lugar en incidencia de cancer en todo el mundo
y el cancer ginecoldgico mas frecuente en los paises en desarrollo (Tsikouras et al.,
2016) y en el 2020, se observo una disminucion general de la incidencia en la
mayoria de los paises del mundo a excepcién de algunos paises de Africa y Europa
oriental (Singh et al., 2023). En comparacion con otras enfermedades neoplasicas
ginecologicas, el CaCu se desarrolla en una poblacién relativamente joven esto
quiere decir que mas del 42% de los pacientes afectados por CaCu son menores
de 45 afos, y el 40 % de los tumores se diagnostican en mujeres en edad
reproductiva (Torres Lobatén et al., 2013; Pérez-Ponce et al., 2016; Hoffman et al.,
2020; Secretaria de Salud).
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Figura 2. Incidencia y muertes por CaCu en mujeres de 0 a 64 anos en el mundo. El porcentaje de incidencia y mortalidad del
CaCu se muestra en color naranja (GLOBOCAN 2020. Consultado Enero, 2023)

El principal factor de riesgo para el desarrollo del CaCu es la infeccién y persistencia



de virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo, dentro de los cuales se
encuentran el VPH16 y VPH18 (Adams et al., 2014). La aplicacién de vacunas que
contienen antigenos de los VPH16 y VPH18 protegen con alta eficacia contra la
infeccion y el desarrollo de lesiones precancerosas cervicales, siendo por lo tanto
un tipo de cancer es prevenible (Boscha et al., 2017; Lei et al., 2020; Arbyn et al.,
2020). A pesar de ello, en paises de ingresos bajos y medianos sigue siendo la
principal causa de muerte por cancer en mujeres y representa una parte significativa
en incidencia y mortalidad por CaCu (Fernandez-Deaza 2022; Bruni et al., 2022;
Mayadev et al., 2022). Los paises con menos recursos monetarios, educativos y de
atencion médica tienen las tasas mas altas de incidencia y mortalidad por CaCu en
comparacion con paises con un alto nivel de recursos (Shrestha et al., 2018). Sin
programas efectivos de deteccion del CaCu, a muchas mujeres en paises de bajos
recursos se les diagnostica en etapas de cancer invasivo (Shrestha et al.,
2018). Ademas, el redireccionamiento de los servicios meédicos a la atencion de la
pandemia de COVID-19 pudo haber provocado el incremento de poblaciones de
mujeres con CaCu debido a la desatencion en la cobertura de revisiones o la
interrupcién de los programas de prevencion o de la implementacion de la prueba
del VPH (Mayadev et al., 2022; Bruni et al., 2022).

Panorama nacional de CaCu

En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer (Sung
etal., 2021; GLOBOCAN 2020) (Figura 3). En el afio 2020, se estimaron 9439 casos
nuevos y 4335 defunciones de CaCu en México, el cual es uno de los paises de la
Organizacion para la Cooperacioén y el Desarrollo Econémicos (OCDE) que presenta
mayor mortalidad por esta neoplasia maligna (Torreglosa-Hernandez et al., 2022).
Ademas, en el pais fue el segundo tipo mas diagnosticado y tiene una tasa de
incidencia de 12.6 y de mortalidad de 5.7 por 100 mil (Instituto Mexicano del Seguro
Social, 2022), destacando el estado de Chiapas con la tasa de mortalidad de 11.91,
siendo la mas alta del pais (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2022). Para el
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estado de Puebla, datos del 2013 de la Secretaria de Salud, revelan que, de los casi
4000 fallecimientos de ese afio en el pais, el 3% corresponde al estado de Puebla
y para el 2015, se reportan 210 defunciones de mujeres de 25 afios (Torres Lobatén
et al.,, 2013; Instituto Mexicano del Seguro Social, 2022). Las diferencias en la
mortalidad por CaCu realizado en México durante el periodo 1979- 2006 reportd
disparidades a nivel regional y encontré que en las entidades federativas con nivel
de marginacion mas alta presentaron las mayores tasas de mortalidad por CaCu
(Torreglosa-Hernandez et al., 2022).
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Figura 3. Incidencia y muerte por cancer en la mujer en México edades de 0 a 64 anos. EIl porcentaje de incidencia y

mortalidad del CaCu se muestra en color naranja (GLOBOCAN 2020. consultado enero, 2023)

Regiones del cérvix

El cuello uterino o cérvix es una parte del érgano reproductor femenino que se
encuentra en la porcidn fiboromuscular inferior del utero y mide aproximadamente 2.5

cm de largo (Habtemariam, 2022) (Figura 1). El cérvix comunica el utero y la vagina

11



y consiste en una region denominada endocérvix y una regidon denominada
ectocérvix (Habtemariam, 2022) (Figura 1). El endocérvix se encuentra revestido
por un epitelio columnar y se encuentra localizado entre un orificio interno y externo,
0 abertura y es la region proximal al utero (Habtemariam, 2022) (Figura 1). El
ectoceérvix se localiza proximal a la vagina y esta cubierto por un epitelio escamoso
estratificado (Habtemariam, 2022) (Figura 1y 4).
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El ectocérvix esta conformado por varios estratos, donde la parte mas interna, que esta en contacto con
el estroma, se denomina estrato basal y son las células que renuevan el epitelio ectocervical. Por encima de la lamina basal
se localiza la ldamina parabasal, seguida de la lamina intermedia y finalmente la ldamina superficial que se encuentra en el
lumen del canal cervical. (Imagen modificada Sellors & Sankaranarayanan 2003).

La region donde convergen el endocérvix y el ectocérvix se denomina union
escamocolumnar, la cual se desplaza con respecto a su posicion en la pubertad
segun las diferentes etapas de la vida de la mujer (Figura 5) y esta influenciada por
la estimulacién estrogénica (Habtemariam, 2022). Esta union escamocolumnar se
desplaza a medida que este epitelio columnar se reemplaza por un epitelio
escamoso, mediante metaplasia a lo largo de la vida de la mujer (Habtemariam,
2022) (Figura 5). El primer signo reconocido de metaplasia escamosa es la aparicion
de células cuboidales debajo del epitelio columnar endocervical junto a la zona de
transicion (Chumduri et al., 2021). La region donde ocurre este remplazo celular se
denomina zona de transformacién y esta constituida por células del endocérvix y
ectocérvix (Habtemariam,2022) (Figura 1 y 5). Esta zona de transformacion es
vulnerable a la infeccion por el VPH (Herfs et al., 2012; Gustafson et al, 2022).
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A) Unidn escamocolumnar en la pubertad. B) Eversion

de epitelio endocervical en la pubertad y primer embarazo. C) Cambio metaplasico del epitelio endocervical en la zona de
transformacion. D) Reubicacion de la unién escamocolumnar en el canal endocervical después de la menopausia. 1= epitelio
plano nativo; 2= epitelio cilindrico del endocérvix; 3= unidon escamocolumnar; 4= eversion del epitelio endocervical; 5=cambio
metaplasico de la zona de transformacion (Anatomia, fisiologia e histologia del cérvix. (Imagen tomada de Eurocytology.Eu.
Retrieved January 13, 2023, from https://www.eurocytology.eu/es/course/461)

Desarrollo del CaCu e influencia del VPH

Aunque existen factores de riesgo asociados con el desarrollo de CaCu como la
edad y el uso de anticonceptivos orales, el principal factor de riesgo es la infeccidn
y persistencia del VPH (Olusola et al., 2019). De acuerdo con el potencial
oncogénico, los VPH se clasifican en alto y bajo riesgo, donde los de alto riesgo
estan asociados con la transformacién del epitelio del cérvix a lesiones
intraepiteliales de cérvix (LI) o neoplasias intraepiteliales de cérvix (NIC) (Sanabria
Negrin et al., 2011). Las LI o NIC son un estado premaligno, es decir, cambios del
epitelio del cuello uterino que, si no se tratan ni controlan, pueden progresar a CaCu.
Las LI o NIC se clasifican en base a su morfologia (Sanabria Negrin et al. 2011;
Unanyan et al., 2021) (Figura 6).

Las LI se dividen en bajo y alto grado, de las cuales las de bajo grado (LIBG)
corresponden a las NIC1, mientras que las lesiones de alto grado (LIAG)
corresponden a las NIC2 y NIC3 (Medina-Villasefiora et al., 2014; IARC, 2017)
Figura 6) y que estan relacionadas con el grado de proliferacion de las células del
cérvix. En las LIBG o NIC1 la regién proliferativa solo cubre las células basaloides
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del epitelio, mientras que, en las LIAG, NIC2 solo cubre el tercio medio, y si se

extiende hasta el tercio superficial corresponde a NIC3 (IARC, 2017) (Figura 6).

La clasificacion en LIBG y LIAG corresponde al sistema Bethesda (IARC, 2017)
siendo la de alto grado una etapa precancerosa mas peligrosa (IARC, 2017). En las
LIAG existen cambios morfolégicos en casi todas las capas de tejido y hay células
basales atipicas de tamafo pequefio que se extienden en todo el epitelio y son
capaces de dividirse conduciendo a cambios morfologicos en todo el epitelio. y
mutacion de ADN anormal mientras que LSIL se asocia a células. Si las
caracteristicas morfolégicas de Bethesda se comparan con la clasificacion de la
OMS NIC1 se relaciona con LIBG mientras que NIC2 y NIC3 estan relacionadas con
las LIAG (IARC, 2017).

Figura 6. Lesiones intraepiteliales de cervix. A) En las LIBG o NIC1 los cambios epiteliales se caracterizan por una atipia
nuclear en la mitad superficial debido a una extensa coliocitosis y proliferaciéon de células basales y parabasales y donde el
indice mitotico es bajo. B) En las LIAG o NIC3 el epitelio carece de maduracién y esta formado por pequefias células muy

atipicas con nucleos hipercromaticos (Valencia Mayoral et al 2015).

Las LIBG incluyen lesiones con displasia leve o NIC1 y representan la expresion de
una infeccion productiva por VPH. El riesgo de progresién a carcinoma de cérvix es
bajo y la mayoria remiten espontaneamente (IARC, 2017). En contraste, las LIAG
incluye lesiones con displasia moderada y severa, NIC2 y NIC3, respectivamente,

donde las LIAG/NIC3 se consideran de elevado riesgo de progresioén a cancery se
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consideran la lesion precursora necesaria para el desarrollo del cancer de ceérvix
(IARC, 2017). Se ha descrito que la transformacién de las células del cérvix a LIBG
ocurre principalmente en la unién escamocolumnar y esta asociada con la infeccion
de genotipos de VPH de alto riesgo predominantemente VPH16 y VPH18
(Balasubramaniam et al., 2019). El virus puede ingresar a las células de la lamina
basal del epitelio del ectocérvix a través de micro lesiones del epitelio cervical e
infectar a las células de la lamina basal del ectocérvix (Aksoy et al., 2017) (Figura
7). Aunque todos los VPH infectan las células epiteliales del cérvix, bajo y alto riesgo
(Aksoy et al., 2017), cuando ocurre una infeccién, el sistema inmunitario es capaz
de eliminar la mayoria de las infecciones por VPH en cuestién de meses, sobre todo
si son VPH de bajo riesgo; sin embargo, los subtipos como el VPH16 y el VPH18
pueden persistir (Casajuana-Pérez et al., 2022).

Las infecciones persistentes por VPH de alto riesgo estan fuertemente asociadas
con el desarrollo de LIAG y progresivamente al desarrollo de CaCu (Casajuana-
Pérez et al., 2022). Esto es debido a que cuando estos virus inician su ciclo viral
expresan los oncogenes virales E6 y E7, que conducen a la alteracion del ciclo
celular, acumulaciéon de mutaciones somaticas e integracion del genoma viral al
genoma del huésped, resultando en la transformacién de epitelio del cérvix y
desarrollo de CaCu (Revathidevi et al., 2021) (Figura 7).

Para la prevencion del CaCu, existen tres de vacunas disponibles: Cervarix
(GlaxoSmithKline), Gardasil (Merck Inc.) y Gardasil 9 (Merck Inc.), que pueden
atacar 2, 4 o 9 genotipos diferentes de VPH, incluyendo los genotipos 16 y 18, sin
embargo, las tasas de mortalidad no reflejan el éxito clinico esperado de dicho
proceso de vacunacion y una explicacion posible es la falta de disponibilidad de
estas vacunas en paises subdesarrollados, que son los que mas aumentan el
porcentaje de mortalidad (Pal & Kundu, 2020). Ademas, las mujeres del sector de
la poblacion con problemas econdmicos no estan expuestas a suficientes
procedimientos de deteccion y diagndstico, debido a muchas cargas socioculturales
y financieras (Pal & Kundu, 2020)
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Invasive cancer
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Normal cervix

Figura 7. Transformacién del epitelio de cérvix en lesiones intraepiteliales por efecto del VPH de alto riesgo. El virus puede
ingresar e infectar a las células de la lamina basal a través de microlesiones del epitelio cervical. Cuando se inicia el ciclo viral
en hay una fase productiva del virus en las LIBG o NIC1, si la infeccion persiste y el genoma viral se integra al genoma del
huésped, el epitelio se transforma en LIAG y cancer invasivo (Imagen modificada de Woodman et al., 2007).
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Tipos histologicos del CaCu

La clasificacion y diagnostico en CaCu son extremadamente importantes, ya que
influyen en el tratamiento éptimo y la supervivencia (Saleh et al., 2020; Bhatla et al.
2021; Jain & Limaiem, 2022). La OMS divide al CaCu en diez subtipos
histopatoldgicos principales: carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma,
adenocarcinoma de células claras, carcinoma adenoescamoso, carcinoma Seroso,
carcinoma de células vitreas, carcinoma adenoide basal, carcinoma adenoide
quistico, carcinoma indiferenciado y carcinoma de células pequefas (Bhatla et al.,
2021). El subtipo mas comun es el carcinoma de células escamosas, que
comprende el 75 % de los casos, seguido del adenocarcinoma, en el 10-25 % de
los casos. Los otros subtipos histologicos comprenden menos del 5% de los casos
(Saleh et al 2020). El carcinoma escamoso se puede clasificar en queratinizante, no
queratinizante (Figura 8), basaloide, verrugoso, papilar, verrugoso, escamoso
transicional y similar al linfoepitelioma (Jain & Limaiem, 2022). La clasificacion
queratinizante y no queratinizante consiste en la presencia de perlas de queratina
(Figura 8), que son abundantes granulos de queratohialina y puentes intercelulares,
nucleos grandes hipercromaticos con cromatina gruesa y nucleolos discretos. El
carcinoma escamoso no queratinizante (Figura 8) se caracteriza por la presencia de
células poligonales formando Iaminas o nidos, puentes intercelulares, y ausencia de
perlas de queratina, nucleos grandes con cromatina granular gruesa distribuida
irregularmente y uno o multiples nucléolos y numerosas mitosis (Jain & Limaiem,
2022; Turashvili et al., 2023).

Respecto al adenocarcinoma de cérvix, este tipo histolégico comprende el 15-25 %
de casos de CaCu (Chavarro et al., 2009) y se caracteriza porque histolégicamente
se parecen a las células del endocérvix (Figura 8). La clasificacion de tumores de
cuello uterino de la OMS de 2014 clasifica los adenocarcinomas segun sus
caracteristicas morfolégicas, predominantemente citoplasmicas, distingue los

tumores segun la histomorfologia tradicional, como el adenocarcinoma mucinoso:
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es una categoria, subdividida en tipo mucinoso endocervical/intestinal (VPH-
positivo) y mucinoso de tipo gastrico (VPH-negativo). Por el contrario, el sistema de
Criterios y Clasificacion Internacional Endocervical (IECC) propuesto en 2018
intenta categorizar a los adenocarcinomas por etiologia o asociacion a VPH y
morfologia con evidencia molecular y de resultados para respaldar aun mas la
clasificacion como mas relevante clinicamente (Park 2020) (Tabla 1). Respecto a
algunas de las diferencias clinicas entre el carcinoma escamoso y el
adenocarcinoma, se ha reportado que el adenocarcinoma es mas propenso a las
metastasis en los ganglios linfaticos, los ovarios y a distancia que el carcinoma de
células escamosas, y tiene un peor prondstico en comparacion con el carcinoma

escamoso (Zhang et al., 2021).

' ¢ C . ~1%
LS PP T

Figura 8. Carcinoma escamoso y adenocarcinoma de cervix. A) Carcinoma escamoso queratinizante donde se muestran las

perlas de queratina. B) Carcinoma escamoso no queratinizante. C) y D) Adenocarcinoma de cérvix. (Imagenes tomadas y

modificadas de Maniar et al., 2017).

Tabla 1. Clasificacién de adenocarcinoma endocervical por la Organizacién Mundial

de la Salud 2014 en comparacion con los Criterios y Clasificacion Internacional

18



Endocervical (IECC) (Tabla modificada de Park, 2020)

OMS 2014|IECC 2018
Asociada al VPH No asociado al VPH
Tipo (HPVA) (NHPWVA)
habitual
Carcinoma Tipo habitual Tipo gastrico

mucinoso, NOS

Tipo gastrico Villoglandular Célula transparente
Tipo intestinal Mucinoso, NOS Mesonéfrico
Célula de anillo Mucinoso, intestinal Endometrioide

de sello

Villoglandular Estratificado invasivo

productor de mucina

Endometrioide Micropapilar

Célula clara 'Serosa’-

sSerosa

Mesonéfrico

VPH, virus del papiloma humano; NOS, no especificado.

Estadificacion del CaCu

La etapa en la que se encuentra el CaCu es establecido por la clasificacion FIGO
(Salib et al., 2020). Esta clasificacion fue actualizada en el 2018 (Bhatla et al., 2019)
y considera 4 estadios: I, I, 11, 1V; los cuales se subdividen en A, By C considerando
varios criterios, entre ellos, el tamafo del tumor. En esta actualizacion también se
consideran la estadificacion basada FIGO y la proporcionada por la American Joint
Committe on Cancer (AJCC-TNM), que proporcionas la clasificacion TNM; donde T
considera el tamafio del tumor, N, la evaluacién de las metastasis en los ganglios
linfaticos (N) y M metéastasis a tejidos distantes. Estos factores son importantes para
el prondstico y la planificacion del tratamiento (Bhatla et al., 2019; Salib et al., 2020;
Li et al., 2022).
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La actual estadificacion FIGO del 2018 (Tabla 2) clasifica en estadio | a los tumores
que se limitan al cuello uterino y si son menores a 5 mm con invasion estromal. Se
considera estadio IA1 si los tumores son menores a 3 mm y IA2 si son entre 3 y
5mm. El estadio IIA consiste en tumores con invasién a mas de la mitad superior a
la vagina. El estadio [IA1 consiste en tumores con un diametro menor a 4cm vy
estadio IIA2 en tumores con diametro maximo de 4cm. El estadio 1I1B se caracteriza
porque existe una infiltracion hacia los parametrios, pero no afecta a la pared
pélvica. En el estadio Ill ya existe una extensién del cancer a un 25% a los
parametrios, de la vagina, pero aun no afecta a la pared pélvica. En el estadio IlIB
ya presenta infiltracion a la pared pélvica o de los uteres provocando hidronefrosis
y en el estadio IlIC1 existe metastasis a ganglios linfaticos pélvicos y/o
retroperitoneales, independiente al tamafo y extension del tumor. Se considera
estadio IIIC2 cuando la metastasis ocurre a distancia de los érganos pélvicos (M1).
Por ultimo, se encuentra el estadio IV, donde el cancer se ha extendido mas alla de
la pelvis. El estadio IVA se caracteriza por la extensién del tumor a la vejiga y recto
y se considera estadio IVB cuando ocurre metastasis en 6rganos distantes a los
relacionados con el area pélvica (Bhatla et al., 2019; Salib et al., 2020), de los cuales
el pulmén es el sitio mas frecuente de metastasis para este tipo de cancer (Zhou et
al., 2020). El cancer de cuello uterino invasivo se esparce por extensién directa al
parametrio, la vagina, el utero y los 6rganos adyacentes como la vejiga y el
recto. También se propaga a lo largo de los canales linfaticos a los ganglios
linfaticos regionales, a saber, obturador, iliaco externo, iliaco interno, y de alli a los
ganglios iliacos comunes y para adrticos. La metastasis a distancia en pulmones,
higado y esqueleto por via hematdgena es un fendmeno tardio (Bhatla et al., 2021).
Asi, el CaCu se clasifica en funcién del tamafio del tumor, afectacién parametrial,
extension a vejiga o recto y metastasis (Marth et al., 2018). La estadificacion y los
hallazgos de las imagenes de diagndstico son cruciales para determinar el
tratamiento primario para CaCu (Figura 9) y el pronéstico de las pacientes (Li et al.,
2022; Haldorsen et al., 2019; Marth et al., 2018).

(Modificado de Saleh et al., 2020)
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ESTADIO

DESCRIPCION

o |A
o A1
o |A2
e |B
e |B1
e [B2
e [B3
]
o A
e IlA
o A
e IB
i
o |lIA
e |lIB
e |lIC
e |lIC1
e |lIC2
v
e |[VA
e |VB

Carcinoma limitado al cuello uterino (se debe descartar la extension al cuerpo uterino)

Carcinoma diagnosticado solo por microscopia, con invasion del estroma <5 mm de
profundidad*

Invasion del estroma < 3 mm de profundidad

Invasion del estroma = 3 mm y < 5 mm de profundidad

Invasion medida = 5 mm (mayor que el estadio IA) con lesién limitada al cuello uterino.
Lesiones < 2 cm en su dimension maxima

Lesiones 2 2 y <4 cm en su dimensién maxima

Lesiones = 4 cm de diametro maximo

Extensidon mas alla del utero, pero no hasta la pared pelviana o el tercio inferior de la
vagina

Limitado hasta los 2/3 superiores de la vagina; sin compromiso parametrial evidente
Lesion < 4 cm de diametro maximo

Lesion = 4 cm de diametro maximo

Compromiso parametrial, pero no hasta la pared de la pelvis

Extension a la pared pelviana y/o que compromete el tercio inferior de la vagina y/o
provoca hidronefrosis o un rifién no funcionante

Extension al tercio inferior de la vagina, pero no a la pared pelviana

Extensioén a la pared pelviana y/o hidronefrosis, o un rifién no funcionante (salvo que se
sepa que se debe a otra causa)

Compromiso de los ganglios linfaticos pélvicos y/o paraadrticos, independientemente del

tamafio y de la extension del tumor (con el agregado de las letras r y p)

Solo metastasis en los ganglios linfaticos pelvianos
Metastasis en los ganglios linfaticos paraadrticos

Extensién mas alla de la pelvis verdadera o compromiso clinico de la mucosa vesical o
rectal comprobado con biopsia

Diseminacion a los érganos pelvianos adyacentes

Propagacion a 6rganos distantes

Pronéstico de las pacientes
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El CaCu se considera una enfermedad potencialmente mortal sobre todo si no se
detecta a tiempo. En América del Norte, se estima que aproximadamente el 60 %
de los pacientes se diagnostican en el estadio |, el 25 % de los casos se presentan
en el estadio Il, el 10 % en el estadio Ill y unicamente el 5 % presentan estadio IV
(Waggoner et al.,, 2003; Hull et al., 2020). En muchos otros paises menos
desarrollados, la mayoria de los canceres de cuello uterino se diagnostican en la

tercera o cuarta etapa (Waggoner et al., 2003; Hull et al., 2020)

Actualmente se utiliza el sistema FIGO para predecir los resultados del CaCu; sin
embargo, se han observado prondsticos dispares en pacientes con tumores del
mismo estadio (Xia et al., 2016). Se han descrito varios factores de riesgo, incluidos
el tamafo del tumor, la profundidad de la infiltracidon del estroma, la afectacién del
espacio linfovascular, la invasiéon parametrial, el tipo histolégico, el margen
quirurgico y las metastasis en los ganglios linfaticos. Sin embargo, no existe un
estandar de consenso universal que pueda evaluar de manera efectiva el prondstico

y la tasa de supervivencia hasta el momento (Xie et al., 2020).

Los resultados de un estudio llevado a cabo en la ciudad de Butan en 2021 revelaron
que la edad, el estadio FIGO, el tratamiento y la frecuencia de las visitas al hospital
son factores importantes que afectan la supervivencia de las pacientes con cancer
de cuello uterino (Tshewang et al., 2021). Los reportes de este estudio indican que
el CaCu es potencialmente mortal sobre todo si no se detecta a tiempo. Los
resultados indican que para estadio Ill hay un riesgo de mortalidad 2 veces mayor
de fallecer y para estadio IV 6 veces mayor en comparacién con aquellos con
estadio | de FIGO (en donde el tumor es menor a 2 cm y se encuentra confinado en
el cuello uterino); esto quiere decir que el riesgo aumenta conforme el estadio
avanza (Tshewang et al.,, 2021).Cabe recalcar, que hasta ahora no existen
biomarcadores prondsticos para este tipo de cancer y para determinar el tipo de
tratamiento y el prondstico de las pacientes es crucial conocer la estadificacion
FIGO (Xie et al., 2020) (Figura 9).
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Los resultados de otro estudio indican que el estadio IB1 de FIGO se considera de
bajo riesgo con los siguientes criterios: invasion del estroma cervical inferior al 50
% y sin ganglios linfaticos sospechosos (Bhatla et al., 2021). El tratamiento de
estadio | se completa con conizacion cervical a menos que exista invasion del
espacio linfovascular; en este caso puede elegir la histerectomia extrafascial y si
existen planes de un embarazo posterior, sera adecuada la conizacion cervical con
un seguimiento estrecho (Bhatla et al., 2021). En los estadios IB3 y 1I1A2, los tumores
son mas grandes y la probabilidad de presentar factores de alto riesgo como
ganglios linfaticos positivos, parametrio positivo por lo tanto aumenta el riesgo de
recurrencia y requerir como tratamiento radiacién adyuvante después de la cirugia

tiene una probabilidad alta sospechosos (Bhatla et al., 2021).

El estadio IVA en raras ocasiones pueden tener solo enfermedad central sin
afectacion hasta la pared pélvica lateral o diseminacion a distancia, tales casos, o
en el caso de tal recurrencia, se puede considerar la exenteracion pélvica, pero por
lo general tiene un mal pronéstico (Bhatla et al., 2021). El estadio FIGO IVB es grave
cuando presenta metastasis a distancia. La presentacion del estadio IV con
enfermedad metastasica a distancia es rara, reporta alrededor del 2% de los casos
y la mediana de duracion de la supervivencia con enfermedad metastasica a

distancia es de aproximadamente 7 meses (Bhatla et al., 2021).

Respecto a la supervivencia, se estima que a cinco afos se acerca al 100 % para
pacientes con tumores en estadio IA y de 70 a 85 % para aquellas pacientes en
estadio IB1 y IIA o lesiones mas pequefas (Waggoner et al., 2003). La
supervivencia de pacientes con tumores localmente mas avanzados (estadios 1B2
a V) varia y esta influenciada significativamente por la edad del paciente y las
comorbilidades. En general, la supervivencia libre de enfermedad a 5 afios es de 50
a 70 % para los estadios IB2 y |IB, de 30 a 50 % para el estadio llly de 5a 15 %
para el estadio IV (Waggoner et al., 2003). Las metastasis a los ganglios linfaticos

pélvicos, y especialmente paraadrticos, se asocian con una supervivencia mas
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pobre, la supervivencia a los 5 afos se ha correlacionado con el nimero de ganglios
linfaticos positivos: 62 % para un ganglio linfatico positivo, 36 % para dos ganglios,

20 % para tres o cuatro y 0% para cinco o mas (Waggoner et al., 2003).
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Figura 9. Descripcion general del manejo y tratamiento del cancer de CaCu segun el estadio de la enfermedad. (Imagen

tomada de Burmeister et al., 2022).

Respecto al grado de diferenciacion del tumor, existe discrepancia entre la
supervivencia de acuerdo con el esquema de clasificacion de estadificacion
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quirurgica-patolégica de la AJCC, grado 1 (bien diferenciado), grado 2
(moderadamente diferenciado) y grado 3 (poco diferenciado) (Matsuo et al., 2018).
Si bien, algunos estudios han demostrado una supervivencia reducida para
pacientes con tumores pocos diferenciados (G3) que tienden a crecer y a
extenderse mas rapidamente otros autores no encontraron asociacion entre la

supervivencia y esta caracteristica (Matsuo et al., 2018).

Por otra parte, la regidon del ganglio paraadrtico se considera un sitio asociado con
un estadio avanzado y peores resultados oncologicos en pacientes con cancer de
cuello uterino (Pareja, 2022); asi, la presencia de células tumorales en ganglios
linfaticos (N1) esta relacionado con menor sobrevida de las pacientes en
comparacion con aquellas que no presentan células tumorales (NO) (Kyung et al.,

2015) y esta relacionado con recurrencia (Du et al., 2018).

También se ha propuesto que la combinacién del estadio FIGO vy los factores de
riesgo quirurgico-patoldgicos pueden mejorar aun mas la precision de la prediccion
del prondstico en pacientes con cancer de cuello uterino en estadio temprano. La
histologia y el grado de diferenciacion pueden mejorar aun mas la precision de la

prediccidn de los factores de riesgo (Xie et al., 2020).

Caracterizacion molecular del CaCu

La busqueda de marcadores genéticos, moleculares e inmunohistoquimicos fiables
es también una importante tarea de interés actual en la oncologia moderna. Los
biomarcadores en oncologia incluyen ciertos genes, moléculas de ADN y ARN,
proteinas, enzimas, antigenos y otros productos celulares y bioldgicos que se
pueden detectar en varias etapas de la carcinogénesis (Volkova et al., 2021). Los
biomarcadores clinicos incluyen los siguientes grupos: (1) los de prondstico, que
permiten predecir el curso de la enfermedad y la supervivencia sin tratamiento

antitumoral; estos son factores asociados con la proliferacion, diferenciacion,
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angiogénesis, invasién o metastasis tumorales; (2) predictivos, que permiten
predecir el efecto clinico, el periodo libre de recaida, la supervivencia, la sensibilidad
al tratamiento y la toxicidad del tratamiento planificado; estan asociados con
objetivos moleculares para farmacos dirigidos y una cascada de senales
intracelulares en una célula tumoral; (3) hay factores que pueden tener
simultdneamente propiedades tanto de prondstico como de prediccion (Volkova et
al., 2021).

Una caracterizacion molecular de CaCu en el 2017 revela que este tipo de cancer
es heterogéneo de acuerdo con su perfil molecular y se clasifica en tres grupos
moleculares que corresponden en gran medida su firma génica: grupo escamoso
queratina-alta (con alta expresion de genes de implicados en la sintesis de
queratina), escamoso queratina-baja (con baja expresién de genes implicados en la
sintesis de queratina) y adenocarcinoma (TCGA, 2017). También, de acuerdo con
el perfil de expresion proteinas de ciertas rutas de sefalizacion o mecanismos
celulares, el CaCu se puede clasificar en los grupos moleculares: Hormona,
transicion epitelio mesénquima (TEM) y PI3-AKT (TCGA, 2017), donde en el grupo
molecular hormonas, se encuentra la expresion de receptores a estrogeno,
progesterona y andrégeno (TCGA, 2017). Las muestras del grupo molecular TEM
pertenecen a la queratina baja, mientras que las muestras de los grupos PI3K-AKT
y hormonas pertenecen a los grupos queratina-alta y adenocarcinoma,
respectivamente (TCGA, 2017). Ademas, este mismo estudio indica que mas del
70% de los tumores de CaCu presentan alteraciones gendmicas en una o ambas
vias de senalizacion de PIBK-MAPK 'y TGFp lo que habla de la importancia clinica
potencial de los agentes terapéuticos que se dirigen a los miembros de estas vias
(TCGA, 2017).

En cancer cervicouterino la via de PI3K-AKT y ha sido propuesta para evaluar el
prondstico de las pacientes y como diana terapéutica (Baharami et al., 2017). Su
alteracién puede promover cambios en el crecimiento celular, diferenciacion,

proliferacion, angiogénesis, apoptosis y la supervivencia (Baharami et al., 2017). En
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el caso de la TEM, es un proceso celular que desempefia un papel fundamental en
la tumorigénesis y la metastasis (Qureshi et al., 2015) ya que, las células tumorales
pierden uniones celulares, la polaridad celular y la reorganizacion del citoesqueleto,
lo que hace que las células tengan propiedades y fenotipos mas invasivos (Qureshi
et al., 2015). La TEM se considera el paso previo por el cual las células tumorales
iniciales se vuelven moviles e invasivas, lo que conduce a metastasis y recurrencia
en muchos tipos de cancer (Brabletz et al. 2021). Finalmente, la sefalizacion
mediada por estrogenos y receptores de estrogeno se ha asociado a quimio
resistencia a cisplatino en cancer cervicouterino (Berkel et al., 2021), mientras que
la alta expresion del receptor a progesterona esta asociada a mal prondstico en
pacientes con adenocarcinoma (Garrido et al., 2023) y se ha propuesto que favorece

la progresion y/o desarrollo del CaCu (Chung, 2015).

En relacion con la supervivencia de las pacientes, los resultados indican que las
pacientes con el grupo molecular TEM tienen menor probabilidad de supervivencia
en comparacion con los grupos hormona y PI3K-AKT (TCGA, 2017). Estos datos
sugieren que existe diversidad molecular en el CaCu promoviendo un enfoque de
tratamiento personalizado, por ejemplo, tratamientos disefiados para cada grupo
molecular (TCGA, 2017). La evidencia con respecto a receptores hormona y PI3K-
AKt y su asociacion con adenocarcinoma y escamoso queratinizante, y el grupo
TEM con su asociacion a carcinoma escamoso no queratinizante sugiere una
activacién de distintas vias segun los subtipos histolégicos de cancer de cuello
uterino un antecedente importante para determinar que las vias de sefalizacion
pueden ser |la base de la diversidad molecular de los canceres escamosos de CaCu
(TCGA, 2017).

27



Proportion of OS

P=6.1x10"

1.0

0.8+

0.6+

i Cluster (total/events)

— EMT (n = 25/7)
— Hormone (n = 39/2)
— PIBK-AKT (n = 51/3)

0.2+

0.
0 10 20 30 40 50 60
Time (months)

Figura 10. Supervivencia de pacientes con CaCu acuerdo con el perfil
molecular de CaCu. Pacientes con el perfil molecular EMT muestra una
menor supervivencia en comparacion con el perfil molecular Hormona y
PIBK-AKT. La mayoria de las muestras corresponden a carcinoma
escamoso no queratinizante (Imagen tomada de TCGA, 2017)
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ANTECEDENTES

Expresiéon de PIGX en CaCu

Un estudio reciente reveld que la expresion de otro de tipo de genes, denominados
glicogenes, también es diversa en CaCu (Martinez-Morales et al., 2021). Estos
genes codifican para enzimas y proteinas que participan en la sintesis de glicanos
y que conforman el glicoma de la célula (Sachiko & Kiyohiko, 2019; Schjoldager
2020). Los resultados sugieren que la expresion de algunos de ellos podria estar
asociados con la sobrevida global de las pacientes (Martinez-Morales et al., 2021).
El grupo de biologia molecular del CaCu del Centro de Investigacion Biomédica de
Oriente del IMSS, esta interesado en identificar potenciales glicogenes que puedan
ser relevantes para el uso clinico (Martinez-Morales et al., 2021). Los resultados de
un analisis in silico, realizados por el grupo de investigacion, de los datos de
secuenciacion de ARNm de pacientes con CaCu (TCGA, 2017) revelan que el
glicogen PIGX podria ser utii como biomarcador pronostico o para identificar

pacientes con tumores mas 0 menos agresivos.

El gen y proteina PIGX

El gen PIGX se localiza en el cromosoma 3929, entre las posiciones 196,712,377 y
196,736,007 con un tamafo de 23,630 bases y codifica para una proteina
reguladora de la enzima heterodimérica manosil-transferasa | que participa en la
sintesis del glicolipido glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Torres-Valdetano, 2023)
(Figura 11). Se ha descrito que mutaciones en el gen PIGX que provocan una falta
de funcion conduce a la pérdida de expresién de proteinas de superficie celular
unidas a GPI (Torres-Valdetano, 2023).
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Los glicolipidos, ejercen funciones de reconocimiento, adhesion y sefalizacion
celular, ademas de influir en parametros de la membrana como la fluidez y la
formacion de dominios (balsas lipidicas) y pueden servir como transmisores y
elementos de almacenamiento de informacién (Brandenburg & Holst, 2015; Nature,
2016). Particularmente, el GPI funciona como ancla de ciertas proteinas de
superficie celular que actuan como enzimas, correceptores y moléculas de adhesién
(Torres-Valdetano, 2023).

En cancer cervicouterino se ha descrito que existe una posible disminucion de la via
sintesis de GPI en adenocarcinoma y un posible incremento en ciertos tumores de
carcinoma escamoso, de acuerdo con el perfil de expresion de genes implicados en
su sintesis (Martinez-Morales et al., 2021), sin embargo, no se ha demostrado

experimentalmente.
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formado el lipido inostol-fosfato unido a una glucosamina, 3 manosas y una fosfoetanolamina que enlaza con la porcion
carboxilo de proteinas blanco. La proteina PIGX junto con PIGM forman la enzima GPIl-manosiltransferasa | que transfieren

la primera manosa al glicolipido GPI. (Imagen tomada de Torres-Valdetano, 2023).
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PIGX en cancer

Para cancer de mama esta descrito que la alta expresion del gen esta asociada a
baja probabilidad de sobrevida de las pacientes en comparacion con aquellas que
expresan baja expresién (Nakakido et al., 2016). Estudios en lineas celulares
indican que la alta expresion del gen promueve la proliferaciéon celular y que podria
estar inhibiendo la expresion de genes supresores de tumores (Nakakido et al.,
2016). Hasta ahora se desconoce que efecto puede estar ejerciendo en células de
CaCu.

En CaCu, resultados preliminares del grupo de investigacion en lineas celulares
indican que existe mayor expresion del ARNm de PIGX en células derivadas de
carcinoma escamosa en comparacion con células derivadas de adenocarcinoma y
con células no tumorales. Por otra parte, en tumores de CaCu, datos obtenidos de
The Human Protein Atlas (Ulhen et al., 2017) indican que existe variabilidad en la
expresion de la proteina PIGX, donde existe alta, media, baja y nula expresion de
este glicogen. Estos datos sugieren que podria haber diversidad en la expresion en
tumores de CaCu. Se desconoce si la expresion de este glicogen podria estar
asociada a alguna de las caracteristicas de los tumores asociadas a prondstico,
como tipo histolégico, tamano de tumor, grado de diferenciacién, invasion a ganglio

linfatico o los perfiles moleculares asociados a sobrevida.
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HIPOTESIS

Tumores de CaCu que tienen caracteristicas patoldgicas relacionadas con
alta supervivencia presentan mayor expresion del gen PIGX en comparacion
con tumores que tienen caracteristicas patologicas asociadas a baja

supervivencia.

Los tumores de CaCu con los perfiles génicos Hormona y PI3SK-AKT
presentan mayor expresion de PIGX en comparacion con el perfil génico

TEM, que esta asociado a baja supervivencia global.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion del gen y la proteina PIGX en cancer cervicouterino en relacion

con las caracteristicas clinico-patologicas del tumor que estan asociadas al

pronostico de las pacientes.

Objetivos particulares

Identificar si existen diferencias entre los niveles de expresion del gen PIGX
entre los tipos histolégicos adenocarcinoma y carcinoma escamoso de
Cervix.

Determinar si altos niveles de expresion del ARNm y de la proteina del gen
PIGX estan asociados a alguna de las caracteristicas del tumor como tipo
histolégico carcinoma escamoso de cérvix, estadio temprano, tamano de

tumor menor a 4 cm, grado de tumor G1 o clasificacién NO.

Determinar si los niveles de expresion de PIGX estan asociados a alguno de

los perfiles génicos Hormona, PI3K—-AKT o TEM.
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MATERIAL Y METODOS

Analisis de expresion del ARNm de PIGX en CaCu

Los datos de ARN-seq de nueva generacion del ARNm de PIGX se encuentran
almacenados en la plataforma The cBioPortal for Cancer Genomics (Cerami et al.,
2012; Gao et al., 2013). Esta plataforma permite acceder a muestras de tumores
junto con sus caracteristicas clinicas y se actualiza continuamente a medida que se
agregan varios tipos de cancer, estos datos consisten en datos de mutaciones,
alteraciones del numero de copias, cambios en la expresion de ARNm basados en
secuenciacion de nueva generacion, valores de metilacién del ADN y niveles de
proteinas y fosfoproteinas (Cerami et al., 2012). También se usé la plataforma
XENA que contiene conjuntos de datos de cancer y facilita su visualizacién y analisis
de estos en grupos incluidos TCGA, ICGC, GTEX, etc. Incluye datos como
expresion metilacion del ADN fenotipos y datos clinicos y con estos datos genera
graficos de caja, barras, de dispersion entre otros (Goldman et al., 2020). De estas
bases de datos se obtuvieron los datos clinicos y patolégicos de 311 pacientes con
datos de los que solo se considerd, el tipo histoldgico especifico el estadio, tamaro
de tumor grado histolégico, tamafio de tumor, grado de diferenciacion, invasion a

ganglios linfaticos, metastasis, recurrencia y supervivencia.

Analisis de expresion del ARNm de PIGX con respecto a los perfiles

moleculares

Para evaluar la expresion del ARNm con respecto a los grupos moleculares PI3K,
TEMYy los asociados a hormonas se utilizaron los datos del estudio del TCGA, donde

cada paciente esta clasificada segun el grupo molecular al que corresponde. Estos
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datos se obtuvieron de informacién suplementaria del articulo del TCGA de CaCu
(TCGA, 2017).

Analisis estadisticos para el ARNm de PIGX en CaCu

Los datos se analizaron estadisticamente con IBM SPSS Statistics 25 (IBM Corp.,
Armonk, NY, EE. UU.) en donde se realizaron pruebas Kruskall-Wallis para evaluar
diferencias entre los niveles de expresién de PIGX entre los tipos histolégicos y
entre las caracteristicas clinicas de mejor y peor prondéstico y chi-cuadrada para

evaluar distribucion de la poblacién dividida en baja y alta expresion.

Para evaluar la expresion de ARNm de PIGX se obtuvo los datos de expresién del
ARNm en unidades Log2 (norm_count+1) de la plataforma de XENA de 309
pacientes. para evaluar sobrevida con respecto a los niveles de expresion de PIGX.
Las graficas de Kaplan-Meier fueron obtenidas del portal de Xena para Kaplan meier
con prueba Mantel-Cox (Long test-rank en inglés) filtrando la poblacion de pacientes
con tumor primario de las 311 pacientes del estudio de TCGA para el analisis de
supervivencia se utiliza la sobrevida que representa la ultima vez que se supo que
un individuo estaba vivo el test estadistico . Los datos TCGA usan dias como su
medida de tiempo. La plataforma de manera automaticamente dividié las muestras
3 grupos de muestras, 2 grupos o cuartil. Para 2 grupos, se utiliza la mediana para
dividir el grupo por arriba de la mediana y por debajo de la mediana. Para 3 grupos,
el tercio superior, el tercio medio y el tercio inferior. Y por ultimo se divide a la
poblacién en el cuartil superior frente al inferior, solo incluyendo muestras que son
mayores que (ni mayores ni iguales que) el cuartil superior, y lo mismo para el cuartil

inferior.
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Biopsias de pacientes con CaCu

Los analisis de expresion de la proteina PIGX se realizaron en biopsias que
pertenecen a una cohorte de pacientes del Instituto Mexicano del Seguro Social. El
protocolo esta registrado en el Comité Local de Investigacién y Bioética en Salud
del IMSS (R-2023-2106-003). De la base de datos se obtuvo la informaciéon como el
reporte histopatologico correspondiente a su tipo histolégico, grado de
diferenciacion, etapa clinica correspondiente al estadio y el estado clinico que
corresponde al ultimo registro con respecto a si la paciente presenta recurrencia o
fue dada de alta. Se evalud la expresion de la proteina PIGX en biopsias de 18

pacientes.

Inmunohistoquimica

Se trabajaron con 18 laminillas que contenian cortes histolégicos de las 18 biopsias
descritas en el parrafo anterior. Los cortes se desparafinaron a 60°C por 1 h 30 min
y a continuacién se hidrataron en las siguientes soluciones: xileno 3 veces durante
10 min, etanol absoluto 3 veces 5 minutos, etanol al 96% 2 veces durante 5 minutos,
etanol al 80% durante 5 minutos y agua destilada durante 5 minutos. En seguida se
realizo la recuperacion de antigeno en buffer de citratos (10 mM de citrato de sodio,
pH 6.0) por 15 min a 90°C en bano maria. Se bloqued la peroxidasa endégena con
0.3% de perdéxido de hidrégeno en PBS (buffer salino de fosfatos: 130 mM de cloruro
de sodio, 3 mM de cloruro de magnesio, 8.1 mM de fosfato de sodio, 1.3 mM de
fosfato de potasio, a pH 7.2) por 15 min y se lavaron con PBS. Las uniones
inespecificas se bloquearon con PBS/BSA 1% durante 2 h, se lavaron en PBS y se
incubaron con el anticuerpo primario anti-P/GX (Abcam ab235338) en dilucién 1:100
diluido en PBS 1X/BSA 1%) a 4°C toda la noche. A continuacioén, se lavaron las
laminillas en PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario (anti-lgG Rb, Abcam

ab6728, dilucidén 1:1000) acoplado a una peroxidasa de rabano (HRP) en camara
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humeda a temperatura ambiente) por 1 h. La expresion de PIGX se evaludé mediante
una reaccion colorimétrica, empleando como sustrato 3,3-diaminobencidina (DAB,
Vector SK-4100) a temperatura ambiente en oscuridad durante 3 minutos. Para
realizar la tincion con hematoxilina, las laminillas se lavaron con PBS y se realizo la
contratincion con hematoxilina durante 10 segundos (Merk no. cat. 105174) y se
lavaron con agua corriente. Finalmente, las laminillas se deshidrataron etanol al
96% dos veces, seguido de etanol absoluto dos veces, xileno-etanol absoluto (vol.
1:1), y dos cambios de xileno. Las laminillas se montaron con VectaMount
(VectorLabs). Las imagenes de la biopsia con la inmunodeteccion de PIGX se
adquirieron con el equipo Ventana DP 200 (Roche Tissue Diagnostic) y con
microscopio optico (Leica DM 1000 LED) acoplado a la camara Griphax. El valor
final de la expresion de la proteina PIGX se obtuvo con el programa ImagePro® 10
con la funcién de analisis de DAB que revela la densidad media de la tincion de
cada muestra. De cada laminilla se tomaron 5 fotografias de diferentes areas
seleccionadas por especialistas en patologia. De cada fotografia se cuantifico tres

areas de un tamafo 4 cm x 4 cm.

Analisis estadisticos para analisis de expresion de la proteina de PIGX en
CaCu

Los datos se analizaron estadisticamente con IBM SPSS Statistics 25 (IBM Corp.,
Armonk, NY, EE. UU.) en donde se realizaron pruebas Kruskall-Wallis para evaluar
diferencias entre los niveles de expresiéon de PIGX entre los tipos histoldgicos,
diferencias entre los niveles de expresion de PIGX, entre las caracteristicas clinicas
de mejor y peor prondstico, con respecto a su reporte histopatoldgico
correspondiente a su tipo histologico, grado de diferenciacion, etapa clinica
correspondiente al estadio y el estado clinico que corresponde al ultimo registro con

respecto a si la paciente presenta recurrencia o fue dada de alta clinica.
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RESULTADOS

Analisis de expresién del ARNm de PIGX en CaCu

Analisis de supervivencia de acuerdo con la expresion del ARNm de PIGX

Primero se evaluod la supervivencia de las pacientes incluyendo los tipos histologicos
carcinoma escamoso de cérvix, adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso,
excluyendo el carcinoma tipo endometroide. Asi, se unificd la poblacion como una
sola cohorte de estudio de 311 pacientes. Los analisis de supervivencia de acuerdo
con la expresiéon de PIGX se realizaron en tres condiciones: 1) grupo de alta y baja
expresion de PIGX; 2) grupo de baja, intermedia y alta expresion; y 3) en grupo de
cuartil alto y cuartil bajo de expresion. Los resultados muestran que las pacientes
que tienen expresion menor a 9.274 y 9.470 Log2 (norm_count+1) tienen menor
probabilidad de supervivencia en comparacion con aquellas que tienen una

expresion mayor a 10.18 Log2 (norm_count+1) (Figura 12).
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A) Gréfica de supervivencia de acuerdo con expresion baja,
intermedia y alta de PIGX. B) Grafica de supervivencia de acuerdo con el cuartil alto y cuartil bajo
de expresion de PIGX.
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Evaluacién de los niveles de expresion del ARNm de PIGX por tipo histolégico

A continuacion, debido a que los tipos histolégicos pueden comportarse ser
molecularmente distintos, evaluamos si existian diferencias en los niveles de
expresion por tipo histologico. Los datos revelan que carcinoma escamoso muestra
mayor expresion de PIGX con respecto a adenocarcinoma (p = 0.001) (Figura 13).
Asi, los rangos de los valores de expresion del carcinoma escamoso de cérvix van
de los 8.082y 12.58 Log2(Norm_Count+1), mientras que los de adenocarcinoma va
de 8.65 a 9.72 Log2(Norm_Count+1). Los datos también revelan que no hay
diferencias entre carcinoma adenoescamoso con carcinoma escamoso nhi con
adenocarcinoma. Ademas, los rangos de los valores de expresion de PIGX en

adenoescamoso es de 8.85 a 10.27 Log2(Norm_Count+1).
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Niveles de expresion del ARNm de PIGX en relacion con las caracteristicas

clinico-patolégicas en carcinoma escamoso.

Los resultados anteriores indicaban que existe variabilidad en la expresién de PIGX
tanto para carcinoma escamoso, por ello, se evalud si existian diferencias en los
niveles de expresion con respecto a las caracteristicas clinicas-patologicas. Para
ello, se compard la expresion en caracteristicas asociadas a buen prondstico
comparadas con aquellas asociadas con peor prondstico, asi los grupos de analisis
fueron: grupos 1 estadio I, T1, y G1, comparado con el grupo 2 que presenta
caracteristicas asociadas a peor pronéstico como estadio II-IV, T2-T4 y G2-G4,
respectivamente. Los resultados muestran que la expresion del ARNm de PIGX es
mayor en las caracteristicas asociadas a un buen prondstico como estadio |, T1 y
G1 con respecto a estadios mas avanzados, tamafos de tumor grandes y tumores
que no estan bien diferenciados (Figura 14). Asi, estos datos sugieren que valores
altos de PIGX estan asociados con caracteristicas relacionadas con buen

pronostico de las pacientes.
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Figura 14. Expresion del ARNm de PIGX de acuerdo con el estadio, tamafio de tumor y grado de diferenciacién en carcinoma
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escamoso. Prueba de Kruskal Wallis. A) tamafo de tumor; p-value= 0.12 B) estadio ; p-value= 0.008 C)Grado histolégico ;
p-value= 0.04

Evaluacién de los niveles de expresion del ARNm de PIGX entre carcinoma

escamoso queratinizante y no queratinizante

A nivel molecular, el carcinoma escamoso queratinizante y no queratinizante
pueden ser diferente (TCGA 2017), por esta razon, se analizé si existia diferencias
en la expresion del glicogen de acuerdo con el tipo de queratinizacion. Los
resultados indican que los niveles de expresidn en carcinoma escamoso no
queratinizante 'y carcinoma escamoso queratinizante son mayores a
adenocarcinoma (Figura 13), similar al resultado anterior, sin embargo, no hay
diferencias entre los niveles de expresion de carcinoma escamoso no queratinizante

y carcinoma escamoso queratinizante (Figura 15).
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Analisis de supervivencia en pacientes con carcinoma escamoso
queratinizante y carcinoma escamoso no queratinizante con respecto a las

caracteristicas clinico-patolégicas

A continuacion, se analizé si la expresion de PIGX podria estar relacionada con
caracteristicas del tumor asociadas al pronoéstico, como estadio, tamafo de tumor y
grado de diferenciacibn para los tumores escamosos queratinizante y no
queratinizante. Para carcinoma escamoso queratinizante, los resultados muestran
que no hay diferencias en los niveles de expresion para las caracteristicas clinicas
asociadas a un mejor pronostico (Figura 16). Sin embrago, para carcinoma
escamoso no queratinizante, la expresion de PIGX es mayor en estadio | comparado

con estadios Il-IV y mayor en T1 comparado con T2-T4 (Figura 17).
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Figura 16. Expresion del ARNm de PIGX en carcinoma escamoso queratinizante de acuerdo con caracteristicas clinicas
asociadas a pronostico. Estadio | (Sl) y Estadios II-IV (SlI, Slll SIV). Prueba de Kruskal-Wallis. ; p-value= mayor a 0.05 sin

diferencias significativas.
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Figura 17. Expresion del ARNm de PIGX en carcinoma escamoso no queratinizante de acuerdo con caracteristicas clinicas
asociadas a pronostico. p-value= 0.003 entre T1 y T2-T4; p-value= 0.013 entre estadio | (Sl) y estadios II-IV (SlI, SlII SIV).
Prueba de Kruskal-Wallis.

Analisis de supervivencia en pacientes con carcinoma escamoso

queratinizante y no queratinizante

A continuacion, se realizaron analisis de supervivencia considerando los niveles de
expresion del ARNm de PIGX tanto para carcinoma escamoso queratinizante como
no queratinizante. Para ello, se consideraron tres tipos de analisis: 1) sobrevida en
grupo de alta y baja expresién divididos por la mediana de expresion; 2) sobrevida
de acuerdo con grupos de baja, intermedia y alta expresion; y 3) sobrevida en los
grupos de cuartil alto y bajo de expresion. Para carcinoma escamoso no
queratinizante, los datos muestran que no existen diferencias entre la sobrevida de

las pacientes con respecto a los niveles de expresion de PIGX (Figura 18).
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A) Kaplan-Meier de acuerdo con el grupo de baja y alta expresiéon dividida por la mediana de

expresion. B) Kaplan-Meier en los grupos de alta, intermedia y baja expresion. C) Kaplan-Meier en el cuartil alto y bajo
de expresion de PIGX.

En contraste, para carcinoma escamoso queratinizante, los resultados mostraron
una asociacion entre los niveles del glicogen y la supervivencia. Asi, las pacientes
con niveles bajos de expresion de PIGX (<9.650 Log2(Norm_Count+1)) tienen peor
sobrevida en  comparacion con  niveles intermedios  (9.65-10.18
Log2(Norm_Count+1)) y niveles altos de expresion (>10.18 Log2(Norm_Count+1))
(Figura 19 A). También, los resultados muestran que las pacientes con los niveles
mas altos de expresion de PIGX (cuartil superior) tienen mejor sobrevida en
comparacion con las pacientes con los cuartiles mas bajos de expresién de PIGX
(Figura 19 B).
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Figura 19. Andlisis de supervivencia en pacientes con carcinoma escamoso queratinizante de acuerdo con la
expresion de PIGX. A) Kaplan-Meier en los grupos de alta, intermedia y baja expresion. B) Kaplan-Meier en el cuartil
alto y bajo de expresion de PIGX. Long-rak test.

A continuacién, se analizdé el porcentaje de pacientes vivas y fallecidas con
carcinoma escamoso queratinizante en los grupos de cuartil alto (>10.43) y bajo
(<9.522) de expresion de PIGX. Para ello, se analizaron el porcentaje de pacientes
vivas y fallecidas en condiciones asociadas a buen prondéstico como pacientes: 1)
pacientes con estadio |, 2) pacientes con NO, y 3) pacientes con estadio | y NO. Los
resultados mostraron que el grupo con cuartil alto de PIGX tenia el 81% de las
pacientes vivas con estadio |; en contraste, el grupo con cuartil bajo presentoé el 60%
de pacientes fallecidas diagnosticadas en estadio | (Figura 20). Asimismo, el grupo
con cuartil alto de PIGX tenia 89% de pacientes vivas con estadificacion NO,
mientras que el grupo de cuartil bajo tenia el 55% de pacientes vivas con
estadificacion NO (Figura 20). Ademas, el grupo de cuartil alto tenia el 86% de
pacientes vivas con estadio | y NO, mientras que el grupo del cuartil bajo tenia el
40% de pacientes vivas con estadio | y NO (Figura 20). Estos datos sugieren que,
en general, la expresion baja de PIGX esta asociada a baja supervivencia a pesar

de tener caracteristicas asociadas a buen prondstico como estadio | y NO.
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Figura 20. Supervivencia de las pacientes con carcinoma escamoso queratinizante en estadio | de acuerdo con el nivel de
expresion de PIGX. A) Kaplan meier de la supervivencia por estadio, (p-value 0.361) B) Kaplan meier de la supervivencia
Unicamente para pacientes en estadio | divididas en el grupo de menor expresion (9.52) y mayor expresion (10.43) (p-value
<00.1) C) Porcentajes de pacientes vivas y fallecidas con carcinoma escamoso queratinizante en cuartiles altos y bajos de
expresion de PIGX. 1) Porcentaje de pacientes vivas y fallecidas con diagnéstico de estadio I. 2) Porcentaje de pacientes
vivas y fallecidas con diagnoéstico de NO. 3) Porcentaje de pacientes vivas y fallecidas con diagnédstico de estadio | y NO.

Anadlisis de la expresion de PIGX con respecto a los perfiles moleculares
Hormona, PI3BK/AKT y EMT

A continuacion, se evalud si la expresion de PIGX podria estar asociada a los
perfiles moleculares descritos. Para ello, se utilizaron exclusivamente el conjunto de
datos del TCGA (TCGA 2017) que contenian el tipo histolégico, datos de expresién
de PIGX y perfil molecular, descartando los que no presentaban alguno de esos
datos. Se confirmd6 que la poblacion correspondiente a PI3K-AKT esta constituido
mayoritariamente por adenocarcinoma y carcinoma escamoso queratinizante,
mientras que el grupo EMT tiene una mayor poblaciéon con carcinoma escamoso no

queratinizante. Los resultados indican que no hay diferencias significativas entre los
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grupos (Figura 21), aunque existe una tendencia en donde la expresion de PIGX
parece ser menor en EMT en comparacion con el grupo Hormona y PISK/AKT. En
resumen, estos datos indican que la expresion de este glicogen no esta asociado a

estos perfiles moleculares.

1300

15

11,00

10,00

LOG2(NORM_COUNT#1)

EMT HORMONE PI3K_AKT

p-value= 0.07, prueba de Kruskal-Wallis.

Analisis de la expresion de la proteina PIGX en CaCu

Caracteristicas de la poblacion de pacientes y de los tumores de las biopsias

analizadas

Las muestras analizadas de las pacientes se identificaron con el codigo pGAL e
incluyeron 3 tumores de adenocarcinomas (pGAL 94, 123 y 145), 1 de carcinoma
adenoescamoso (pGAL 106) y 13 de carcinomas escamosos. La base de datos no
contenia datos de tipo de queratinizacion, pero si de estadio y grado de
diferenciaciéon y en algunos casos tamano de tumor (Tabla 3). También se
obtuvieron datos del estado clinico de la paciente, reportada como dada de alta, con
metdastasis, persistencia, recurrencia o tratamiento paliativo (Tabla 3). La poblacion

se caracterizé por que en su mayoria fueron carcinomas escamosos con un grado
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de diferenciacién moderado (G2), seleccionando de la base de datos pacientes con
estadios del estadio | al estadio IV y que tuvieran datos con respecto a su ultima

actualizacion con respecto al estado clinico.

Tabla 3. Caracteristicas de las muestras de pacientes analizadas y nivel de expresion

de la proteina PIGX

[d
29 NO DIFERENCIADO IB ALTA 138.773
23 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B ALTA 129.8622
41 MODERADAMENTE DIFERENCIADO IB1 ALTA 103.7703
94 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B ALTA 101.52388
75 POCO DIFERENCIADO IB ALTA 81.2072
145 MODERADAMENTE DIFERENCIADO IB1 METASTASIS 54,7699
187 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B METASTASIS PUMON 81.313
12 MODERADAMENTE DIFERENCIADO IB PERISISTENCIA/PALIATIVA 78.49829
13 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B VIGILANCIA 107.511
232 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B VIGILANCIA 96.6536
106 NA IB2 VIGILANCIA 87.6221
183 NA IB1 VIGILANCIA 75.8677
142 POBREMENTE DIFERENCIADO B VIGILANCIA 58.00749
173 POCO DIFERENCIADO B VIGILANCIA 11.0356
83 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B VIGILANCIA 35.5076
92 MODERADAMENTE DIFERENCIADO B PALIATIVA 85.09429
a4 NO DIFERENCIADO v ESTADIO IV 74.97

Evaluacion de la expresion de la proteina PIGX en biopsias de pacientes con
CaCu

Considerando los datos obtenidos de la cohorte de pacientes, se evalud la expresién
de la proteina PIGX. Los resultados revelan que existen biopsias con altos, medios
y bajos niveles de expresion (Figura 22), ademas la expresion de la proteina se
detecta en el citoplasma celular (Figura 22). Asimismo, se evaluo si los niveles de
expresion de la proteina estaban asociados con el tipo histolégico (Figura 22),
estadio, grado de diferenciacién y tamafio del tumor, sin embargo, no hubo

diferencias entre los grupos de estudio (datos no mostrados).
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CARCINOMA ESCAMOSO

RECURRENCIA/PALIATIVA

ALTA CLINICA 78.49629
129.8622

£34 P145

ADENOCARCINOMA

ALTA CLINICA METASTASIS
101.52388 54.7699

Figura 22. Expresion de la proteina PIGX en biopsias de pacientes con carcinoma escamoso y adenocarcinoma. En la
izquierda se encuentran los tumores de pacientes con alta clinica y en la derecha tumores de pacientes al grupo 2 con

caracteristica clinica asociada a mal prondstico como recurrencia, tratamiento paliativo o metastasis. (P=paciente)

Enseguida, y debido a que los datos de ARN-seq sugerian que los bajos niveles de
expresion del ARNm estaban asociados a menor probabilidad de supervivencia, se
compard la expresion de la proteina PIGX en dos condiciones: 1) de pacientes que
fueron dadas de alta y 2) pacientes que incluian fallecidas, con estadio clinico IV,
metastasis y recurrencia, que son caracteristicas asociadas a pronodstico menos
favorable. Los resultados muestran que existe menor nivel de expresion de la
proteina PIGX en el grupo de pacientes, fallecidas, metastasis, recurrencia o
tratamiento paliativo en comparacién con las que fueron dadas de alta (Figuras 22
y 23).

49



150,00

130,00

110,00

PIGX

90,00

70,00

16
*

50,00

ALTA METASTASIS/RECURRENCIA/FALLECIDA

Figura 23. Expresion de la proteina PIGX en pacientes alta clinica y que fallecieron o tienen mal
pronéstico. p-value=0.032, prueba U Mann-Whitney
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DISCUSION

La prevencion del CaCu incluye la vacunacién contra el VPH y el tamizaje y
tratamiento oportuno de lesiones intraepiteliales; sin embargo, también es crucial
que para pacientes con diagnoéstico de CaCu, se implementen tratamientos
personalizados y estrategias que permitan ayudar a diagnosticar el prondstico, con
la finalidad de mejorar la respuesta a tratamiento y sobrevida de las pacientes.
Hasta ahora no existen biomarcadores moleculares para el tratamiento o prondstico
para CaCu y la estrategia terapéutica y el pronéstico depende del estadio clinico
FIGO (Villegas-Hinojosa et al., 2020; Chen et al., 2021) donde es parte fundamental

la clasificacion histopatoldgica final (Chen et al., 2021).

Los antecedentes de este estudio sugerian que el gen PIGX podria ser usado como
biomarcador prondstico o para identificar tumores mas o menos agresivos. Por ello,
el objetivo de esta investigacion fue determinar la asociacion de los niveles de
expresion del gen y de la proteina PIGX con las caracteristicas del CaCu que se
utilizan para determinar el prondstico de las pacientes, como tipo histoldgico,
estadio, tamafo de tumor y grado de diferenciacion y para los tumores escamosos,

la clasificacion en queratinizante y no queratinizante.

En relacion al tipo histolégico de CaCu, esta descrito que pacientes diagnosticadas
con carcinoma escamoso de cérvix tiene mejor supervivencia en comparacién con
aquellas con adenocarcinoma y carcinoma adenoescamoso (Eifel et al., 1995;
Kleine et al., 1998; Vinh-Hung et al., 2007 Yokoi E et al 2017), especificamente, se
ha calculado que las tasas de supervivencia general a 5 anos de las pacientes que
exhibieron histologia adenocarcinoma fue de 26.7 %, mientras que para la histologia
carcinoma escamoso fue de 58.6 % (Yokoi et al., 2017). En este contexto, los
resultados de este estudio mostraron que carcinoma escamoso de cérvix,
queratinizante o no queratinizante, tiene mayor expresion de PIGX con respecto a
adenocarcinoma. Lo que sugiere que existe una relacién entre los niveles de

expresion de PIGX y la supervivencia asociada a los tipos histologicos.
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Por otra parte, ésta diferencia entre los niveles de expresion del gen proporciona un
antecedente que corrobora que el CaCu tiene caracteristicas moleculares distintas,
incluso se ha mencionado que el glicoma entre los tipos histologicos puede ser
diverso (Martinez-Morales et al., 2021). Ademas, los resultados indicaron que la
expresion del ARNm de PIGX en carcinoma escamoso de cérvix es heterogénea,
mientras que adenocarcinoma muestra niveles de expresion mas homogéneos y
sobre todo de niveles mas bajos de expresion al compararlo con carcinoma
escamoso. Los estudios de expresion en glicogenes en CaCu indican algo bastante
similar ya que reportan que el adenocarcinoma de cérvix muestra una expresion
homogénea de glicogenes formando una unica firma génica, mientras que el
carcinoma escamoso de cérvix tiene una expresidn mas heterogénea de
glicogenes, identificandose hasta 5 firmas génicas sin relacion con el tipo de
queratinizaciéon (Martinez-Morales et al., 2021). Los resultados de este estudio
también indican que no hay diferencias en la expresion del ARNm de PIGX con
respecto a si son carcinomas escamosos queratinizantes o no queratinizantes. Asi,
la variabilidad de la expresion de PIGX observada en carcinoma escamoso de
cérvix, puede deberse a esa diversidad en la expresion de glicogenes en este tipo

histologico.

Respecto a la estadificacion en carcinoma escamoso, en este estudio se demostro
que la expresion del ARNm de PIGX es mayor en estadio | con respecto a los
estadios II-IV, es decir, la expresidbn es mayor en el estadio asociado a la
supervivencia del 100% (Waggoner et al., 2003) y es menor en los estadios

asociados a la supervivencia del 70 al 5% (Waggoner et al., 2003).

Por otra parte, la estadificacion T (tamano y la extensién del tumor) es una
caracteristica que proporciona un valor pronéstico, ya que tumores grandes estan
relacionados con mayor riesgo de propagaciéon a distancia de la enfermedad y un
mal prondstico en el cancer de cuello uterino (Salvo et al., 2020), por ello, la
estadificacion T, es un componente clave en la etapa de la enfermedad en pacientes
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diagnosticadas con cancer de cuello uterino (Salvo et al., 2020). Se ha descrito que
la supervivencia de las pacientes es mayor en aquellas con diagnostico de T1 en
comparacion con aquellas con diagnostico T2-T4 (Olawaye et al., 2021). En este
contexto, los resultados de este estudio muestran que, en carcinoma escamoso de
cérvix, la expresion es mayor en tumores con estadio T1 en comparacion con los
tumores T2-T4, es decir, la expresion de PIGX es mayor en tumores mas pequefios
y asociados a mejor supervivencia y es menor en tumores de tamafios mas grandes

y asociados a menor supervivencia.

En relacion con el grado de diferenciacion del tumor (G), también se ha descrito
como valor pronostico en carcinoma escamoso (Matsuo et al., 2018); tumores
pobremente diferenciados se asocian con una menor supervivencia (Matsuo et al.,
2018). Los resultados de este estudio indican que existe mayor expresion de PIGX
en tumores G1 en comparacion con tumores G2, G3, G4, es decir hay mayor

expresion en la caracteristica patologica del tumor asociada a mejor sobrevida.

La afectacion de los ganglios linfaticos (N) también tiene un impacto en el prondstico
del cancer de cuello uterino (Olawaiye et al., 2021). Las pacientes sin metastasis en
los ganglios linfaticos regionales (NO) tienen mayor supervivencia en comparacion
con aquellas pacientes con metastasis ganglionar regional (N1) (Olawaiye et al.,
2021). Los resultados de este estudio indican que, en carcinoma escamoso
queratinizante, los niveles de expresion eran menores para las pacientes con N1 en
comparacion con las pacientes con NO que presentan mayor expresion. Estos datos
sugieren que existe correlacion entre los altos niveles de expresion del gen y la alta
supervivencia asociado a la afectacion de ganglios linfaticos. En resumen, los
resultados anteriores indican que, al menos para carcinoma escamoso de cervix
donde la expresion del ARNm de PIGX es variable, la alta expresion esta asociada

con tumores menos agresivos como estadio |, NOy T1.

Adicionalmente, se identificdé que la asociacion entre los niveles de expresion del

ARNm de PIGX y la supervivencia de las pacientes son relevantes para aquellas
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diagnosticadas con carcinoma escamoso queratinizante pero no para el no
queratinizante. Ademas, los resultados muestran que, para carcinoma escamoso
queratinizante, las pacientes con diagndstico de estadio | tienen mayor probabilidad
de supervivencia si los niveles de expresion de PIGX son altos en comparacion con
las que tienen bajos niveles de expresion. Cuando se compara el grupo de pacientes
con alta y baja expresion, el grupo de alta expresion tiene mayor porcentaje de
pacientes vivas con NO, mientras que el grupo de baja expresion tiene mayor
porcentaje de pacientes fallecidas con NO. Estos datos sugieren que PIGX podria
ser un buen biomarcador prondstico para pacientes en estadio | con diagndstico de

carcinoma escamoso queratinizante.

Respecto a los grupos moleculares, los resultados muestran que no existe
diferencia en la expresion de PIGX entre los perfiles moleculares EMT, PISK/AKT y
Hormona; sin embargo, existe una tendencia de menor expresion de PIGX en |
grupo EMT en comparacion con el grupo Hormona y PI3K/AKT. Esto puede ser un
antecedente importante para la relacion de PIGX con caracteristicas menos
favorables, ya que el proceso de TEM permite a células tumorales adquirir
caracteristicas moéviles (Brabletz et al. 2021). Estos datos también revelan que,
aunque no haya diferencias significativas, la expresion de PIGX podria ser
potenciada por la via de sefalizacion PI3K/AKT y disminuida en las rutas de

sefalizacion que activan la TEM.

En relacion con la expresion de la proteina PIGX, los resultados muestran que la
proteina se localiza en citoplasma, tal como se describe en la literatura (Torres-
Valdetano, 2023). Estos datos, a diferencia de los datos obtenidos del ARNm,
permitieron identificar la localizacién de la proteina dentro del tumor, el cual se
caracteriza por la presencia de vasos sanguineos y linfaticos, fibroblastos, células
endoteliales y células inmunitarias (Wei et al., 2020). Los resultados de este estudio
indican que la expresién de la proteina PIGX se localiza en las célula tumorales de
cérvix, sin embargo, se requiere un estudio mas detallado para identificar su posible

localizacion en otros tipos celulares dentro del tumor.
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Por otra parte, los resultados del analisis de expresion de la proteina PIGX, estan
relacionados con los obtenidos del ARNm; donde los altos niveles del ARNm estan
asociados con alta probabilidad de supervivencia, mientras que los bajos a baja
probabilidad de supervivencia. En este contexto, la alta expresidén de la proteina
PIGX esta relacionada con pacientes con remisién del cancer, mientras que los
bajos niveles con pacientes que fallecieron, presentaron recurrencia o metastasis o
que estaban en tratamiento paliativo. Seria interesante analizar si los niveles de
expresion de la proteina PIGX estan asociados con supervivencia global en el

estadio I, tal como indican los resultados de ARNm.

Finalmente, los resultados de este estudio muestran que, en contraste con cancer
de mama, donde los altos niveles estan asociados a menor supervivencia sin
recurrencia (Nakakido et al., 2016), en CaCu los altos niveles del ARNm estan
asociados con sobrevida global y pacientes con remisidn. Para cancer de mama,
los estudios in vitro indican que la proteina PIGX estaria promoviendo la
proliferacion de células tumorales, para CaCu se desconoce que funcion podria
estar ejerciendo que favorezca fenotipos celulares asociados a tumores pequefios
y bien diferenciados, tal como indican los resultados del ARNm en carcinomas
escamosos. Independientemente de los posibles efectos contrastantes segun el tipo
de cancer, PIGX parece ser una molécula relevante de estudio para cancer de

mama como para CaCu.

CONCLUSIONES
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Existen diferencias entre los niveles de expresion del ARNm de PIGX entre los tipos
histologicos adenocarcinoma y carcinoma escamoso de cérvix. Estos datos son
consistentes con aquellos donde se reporta que la expresion génica difiere segun el

tipo histolégico de CaCu.

Los niveles de expresion de PIGX no estan asociados a alguno de los perfiles
geénicos reportados para CaCu: Hormona, PIBK-AKT o TEM. Sin embargo, el grupo
molecular TEM, tiene una tendencia a presentar menor expresion de PIGX en
comparacion con los otros dos grupos moleculares. Estos datos indican que la
expresion es ligeramente menor en el grupo molecular TEM, que esta asociado a

invasividad y metastasis, fenotipos mas invasivos de CaCu.

La alta expresion del ARNm de PIGX en cancer cervicouterino esta asociada a
caracteristicas de los tumores relacionadas con alta supervivencia de las pacientes

con estadio |, T1y G1.

Los altos niveles de expresion del ARNm estan relacionados con alta probabilidad
de supervivencia en pacientes diagnosticadas con estadio | y carcinoma escamoso

queratinizante.

La alta expresion de la proteina PIGX en cancer cervicouterino esta asociada con
pacientes que estan dadas de alta clinicamente, mientras que la baja expresioén de
la proteina esta relacionada con pacientes que fallecieron o que se encuentran en
tratamiento paliativo, con recurrencia o metastasis, es decir, asociada a mal

pronaostico.

En resumen, los resultados sugieren que PIGX podria ser un buen biomarcador

prondstico, incluso para pacientes diagnosticadas con estadio I.
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