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RESUMEN

El cancer de endometrio es la patologia ginecolégica maligna mas comun.
Se trata del sexto cancer en incidencia en el mundo en mujeres y el cuarto en
Espaia, siendo, también, la cuarta neoplasia con mayor incidencia en mujeres
en la comunidad autonoma de Canarias.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en su clasificacién actual,
propone cuatro categorias no superpuestas de cancer de endometrio con
diferentes caracteristicas clinicas, patoldgicas y moleculares: POLE ultramutado,
inestabilidad de microsatélites, p53 mutado y cancer de endometrio con perfil
mutacional no especifico.

La presencia de mutaciones en los genes de reparacion de los errores en
el emparejamiento del ADN (MMR) en esta patologia se estima entre un 17 y un
30%. Las proteinas del sistema MMR mas importantes son MSH2, MSH6, MLH1
y PMS2. Estas cuatro proteinas realizan su funcion de reparacién adquiriendo
una arquitectura en heterodimeros, MSH2 junto a MSH6 y MLH1 junto a PMS2,
donde MSH2 y MLH1 son los socios obligatorios. Una alteracion en MSH2 o
MLH1 produce su degradacion proteolitica y la de su pareja de manera
secundaria, resultando en una pérdida de expresion de las dos proteinas que
conforman el dimero. Mientras que las mutaciones en los socios secundarios,
MSHG6 o PMS2, puede sustituirse en el heterodimero por otras proteinas (MSH3

o PMS1 y MLH3, respectivamente), por o que una mutacién en MSH6 o PMS2



no conlleva a la pérdida de expresion de MSH2 o MLH1. La alteracion en alguna
de ellas (déficit de MMR -dMMR-) se caracteriza por la progresiva acumulacion
de mutaciones en las secuencias de microsatélites (inestabilidad de
microsatélites -MSI-) que se asocian con una mayor predisposicion a una serie
de canceres.

Las pacientes con cancer de endometrio que presentan dMMR podrian
presentar caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas diferentes de aquellas
con el sistema MMR competente (microsatélites estables -MSS-). En esta linea,
diversos estudios han demostrado que la supervivencia global en pacientes con
cancer de endometrio con fenotipo MSI es significativamente mejor a la
supervivencia de pacientes con cancer de endometrio con fenotipo MSS.
Ademas, se considera la condicion de déficit de MMR como un biomarcador
pronostico y predictivo de respuesta a inhibidores del checkpoint inmune. Por lo
que el estudio del fenotipo MSI podria determinar en un futuro el tipo de
tratamiento adyuvante que se le ofrecera a la paciente, beneficiandose, en este
caso (dAMMR), del tratamiento con inhibidores del control inmunitario.

La valoracion del estado del sistema MMR en tejido tumorales se puede
realizar por dos vias: el estudio inmunohistoquimico de las proteinas MMR, que
detecta la expresion proteica de MMR en las células tumorales o la prueba
molecular de inestabilidad de microsatélites que detecta si existen cambios en

las secuencias de los microsatélites.



El objetivo principal de este estudio fue determinar la correlacion entre las
caracteristicas, clinicas y morfolégicas, y el fenotipo MMR (fenotipo MSI o
fenotipo MSS) valorado por inmunohistoquimica.

Se ha realizado un estudio prospectivo observacional de casos en el
Complejo Hospitalario Universitario de Canarias durante 40 meses. Se
recogieron datos clinicos y anatomopatolégicos de 147 pacientes diagnosticadas
de cancer de endometrio tras la histerectomia total. Las variables clinicas
estudiadas fueron la edad al diagndstico, el indice de masa corporal (IMC), el
estado pre o postmenopausico, la presencia de patologia tumoral previa y el
exitus durante el estudio como consecuencia de esta patologia. Por otro lado, las
variables anatomopatoldgicas recogidas fueron la localizacion macroscépica del
tumor, el tipo histolégico y el grado de la FIGO, la presencia o ausencia de
invasion linfovascular, la estadificacidon patoldgica y la presencia de patologia no
tumoral.

Se realizé el estudio inmunohistoquimico de las proteinas del sistema
MMR, valorando la expresion nuclear de los marcadores MSH6 y PMS2 como
screening primario y la de MSH2 y MLH1 respectivamente si las primeras
presentaron expresion negativa. La expresion nuclear intacta de MSH6 y PMS2
fue considerada como fenotipo MSS, mientras que la pérdida de expresion en

alguna de las cuatro proteinas se consideré fenotipo MSI.



La comparacion de variables clinicas y anatomopatoldgicas entre los
grupos definidos como fenotipo MSS y fenotipo MSI se llevé a cabo mediante un
ANOVA o un test chi-cuadrado. Se construyé un modelo de regresion logistica
para la prediccion de fenotipo MSI a partir de los datos clinicos vy
anatomopatologicos y los resultados inmunohistoquimicos. Se proporciond la
curva ROC de este modelo y se selecciond el punto éptimo segun el criterio del
indice de Youden, incluyendo su sensibilidad y especificidad.

El 22,4% de nuestras pacientes fueron fenotipo MSI, obteniendo
diferencias estadisticamente significativas entre el histotipo endometrioide y un
mayor grado de la FIGO con el fenotipo MSI y el IMC mayor de 30 kg/m? con el
fenotipo MSS. Dado los resultados estadisticos, se propuso una férmula de
prediccion de probabilidad de ser fenotipo MSI teniendo en cuenta el subtipo
histolégico (carcinoma endometrioide/ carcinoma no endometrioide) y el grado

de la FIGO (1/ 2/ 3), asi como si el IMC es menor o mayor a 30 kg/m?.

p(MSI)=e"/(1+e")

n=-23694+0911+*(si IMC < 30kg/m2)+ 0,459 *
(si Endometrioide Grado 1) + 1,134 * (si Endometrioide Grado 2) + 2,063 *

(si Endometrioide Grado 3)
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El fenotipo MSI aparece en 1 de cada 4 mujeres con cancer de endometrio.

Se determiné una asociacion estadisticamente significativa entre el fenotipo
MMR y el IMC, asi como con el subtipo histologico y el grado de la FIGO.

Se propone una ecuacion predictiva para obtener la probabilidad estimada
de ser fenotipo MSI dado el subtipo histologico, el grado FIGO vy el indice de
masa corporal.

El modelo de prediccion del fenotipo MSI puede ser utilizado para la
priorizacion de la realizacion de diferentes tratamientos, incluso en los casos que

el material de biopsia no permita el estudio inmunohistoquimico.
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ABSTRACT

Endometrial cancer is the most common malignant gynecological
pathology. It is the sixth cancer in incidence in the world in women and the fourth
in Spain, being also the fourth cancer with the highest incidence in women in the
autonomous community of the Canary Islands.

The World Health Organization (WHO), in the current classification,
proposes four non-overlapping categories of endometrial cancer with different
clinical, pathological, and molecular characteristics: ultramutated POLE,
microsatellite instability, p53 mutated, and endometrial cancer with non-specific
mutational profile.

The presence of mutations in DNA mismatch repair (MMR) genes in this
pathology is estimated at between 17 and 30%. The most important MMR system
proteins are MSH2, MSH6, MLH1 and PMS2. These four proteins perform their
repair function by acquiring an architecture in heterodimers, MSH2 together with
MSHG6 and MLH1 together with PMS2, where MSH2 and MLH1 are obligatory
partners. An alteration in MSH2 or MLH1 causes their proteolytic degradation and
that of their partner in a secondary way, resulting in a loss of expression of the
two proteins that make up the dimer. While mutations in the secondary partners,
MSHG6 or PMS2, can be substituted in the heterodimer by other proteins (MSH3
or PMS1 and MLH3, respectively), so a mutation in MSH6 or PMS2 does not lead

to loss of expression of MSH2 or MLH1. The alteration in any of them (MMR
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deficiency -dMMR-) is characterized by the progressive accumulation of
mutations in the microsatellite sequences (microsatellite instability -MSI-) that are
associated with a greater predisposition to a series of cancers.

The assessment of the state of the MMR system in tumor tissue can be
carried out in two ways: the immunohistochemical study of MMR proteins, which
detects the protein expression of MMR in tumor cells, or the microsatellite
instability molecular test, which detects whether there are changes in
microsatellite sequences.

Endometrial cancer patients with dMMR could have different clinical and
pathological characteristics from those with a competent MMR system (stable
microsatellites -MSS-). Various studies have shown that overall survival in
patients with MSI phenotype endometrial cancer is significantly better than the
survival of patients with MSS phenotype endometrial cancer. In addition, the
condition of MMR deficiency is considered as a prognostic and predictive
biomarker of response to immune checkpoint inhibitors. Therefore, the MSI
phenotype could determine in the future the type of adjuvant treatment that will
be offered to the patient, benefiting, in this case (AMMR), from treatment with
immune control inhibitors.

The main objective of this study was to assess the correlation between the
clinical and morphological characteristics and the MMR phenotype (MSI

phenotype or MSS phenotype) assessed by immunohistochemistry.



A prospective observational study of cases was carried out at the Complejo
Hospitalario Universitario de Canarias for 40 months. Clinical and pathological
data of 147 patients diagnosed with endometrial cancer after total hysterectomy
were collected. The clinical variables studied were age at diagnosis, body mass
index (BMI), pre- or postmenopausal status, presence of previous tumor
pathology, and death during the study as a consequence of this pathology. On
the other hand, the anatomopathological variables collected were the
macroscopic location of the tumor, the histological type and the FIGO grade, the
presence or absence of lymphovascular invasion, pathological staging and the
presence of non-tumor pathology.

The immunohistochemical study of the MMR system proteins was
performed, assessing the nuclear expression of the MSH6 and PMS2 markers as
primary screening and that of MSH2 and MLH1 respectively if the former
presented negative expression. Intact nuclear expression of MSH6 and PMS2
was considered the MSS phenotype, while the loss of expression in any of the
four proteins was considered the MSI phenotype. The comparison of clinical and
pathological variables between the groups defined as MSS phenotype and MSI
phenotype was carried out using ANOVA or a chi-square test. A logistic
regression model for the prediction of MSI phenotype was constructed from

clinical and pathological data and immunohistochemical results. The ROC curve
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of this model is provided, and the optimal point is selected according to the criteria
of the Youden Index, including its sensitivity and specificity.

22.4% of our patients had the MSI phenotype, obtaining statistically
significant differences between the endometrioid histotype and higher FIGO
grade with the MSI phenotype and the BMI greater than 30 kg/m? with the MSS
phenotype. Given the statistical results, a formula for predicting the probability of
being an MSI phenotype was proposed, considering the histological subtype
(endometrioid carcinoma/non-endometrioid carcinoma) and the FIGO grade

(1/2/3), as well as whether the BMI is less than or greater than 30 kg/m?.

p(MSI)=e"/(1+e")

n=-2,369+ 0,911 * (if IMC < 30 kg/m2) + 0,459 *
(if Endometrioid Grade 1) + 1,134 * (if Endometrioid Grade 2) + 2,063 *

(if Endometrioid Grade 3)

The MSI phenotype appears in 1 out of 4 women with endometrial cancer.
A statistically significant association was determined between the MMR
phenotype and the BMI, as well as with the histological subtype and the FIGO

grade.
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A predictive equation is proposed to obtain the estimated probability of
being an MSI phenotype given the histological subtype, FIGO grade, and body
mass index.

The MSI phenotype prediction model can be used to prioritize the
performance of different treatments, even in cases where the biopsy material

does not allow the immunohistochemical study.
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PRESENTACION

Ante la pregunta de si existen caracteristicas clinicas o morfolégicas que
nos puedan determinar la presencia de alteraciones en las proteinas MMR de
reparacion del ADN en las pacientes diagnosticadas de cancer de endometrio,
nos planteamos la realizacibn de un estudio estadistico prospectivo
observacional de casos.

Recogimos durante 40 meses datos clinicos y morfolégicos de las
pacientes a las que se le habia realizado una histerectomia por cancer de
endometrio en nuestro centro hospitalario.

Los datos clinicos que afladimos a nuestra base de datos fueron la edad al
diagnostico, el indice de masa corporal, el estado pre o postmenopausico, la
presencia de patologia tumoral previa o el exitus durante el tiempo que
realizamos el estudio como consecuencia de esta patologia. Mientras que los
datos morfoldgicos recogidos fueron la localizacidn macroscépica del tumor, el
tipo y grado histoldgico, la presencia o ausencia de invasion linfovascular, la
estadificacion patolégica y la presencia de patologia no tumoral.

Todos estos datos los enfrentamos al resultado inmunohistoquimico de las
proteinas de MMR, cuyo resultado dividimos en fenotipo MSS y fenotipo MSI.

Nuestro principal objetivo se centré en determinar la correlacion entre las
caracteristicas, tanto clinicas como morfologicas, y el fenotipo de MMR.

A partir de estos resultados, hemos desarrollado una herramienta

estadistica que funciona como un algoritmo predictor, dandonos la probabilidad
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de ser fenotipo MSI dadas las caracteristicas clinicas y morfolégicas que le

facilitemos.

La presente memoria esta estructurada en 6 grandes capitulos:

Capitulo 1. Introduccion

El primer capitulo lo dedicamos principalmente a la puesta al dia en el
cancer de endometrio, desde los datos epidemioldgicos publicados mas
actualizados hasta el tratamiento, pasando por las tres clasificaciones
propuestas: patogénica, histolégica y molecular.

Otros conceptos explicados en este capitulo son las vias de reparacion del
ADN, centrandonos en la via de reparacion de errores del emparejamiento
(MMR), la inestabilidad de microsatélites y su valoracién, y los aspectos clinicos
y morfologicos relacionados con el déficit de MMR en el cancer de endometrio.

Capitulo 2. Planteamiento, hipotesis y objetivos

En el segundo capitulo exponemos nuestro planteamiento, las diferentes
hipétesis y los objetivos que nos condujeron a la realizacion de nuestro estudio.

Capitulo 3. Material y métodos

En el capitulo titulado “Material y métodos” se encuentran los datos, tanto
clinicos como morfolégicos, que recogimos y como realizamos el estudio
inmunohistoquimico que nos llevé a dividir a nuestras pacientes en fenotipo MSS

y fenotipo MSI.
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Por ultimo, se encuentra el analisis estadistico que realizamos para
construir el algoritmo predictor.

Capitulo 4. Resultados

El capitulo numero 4 esta destinado a los resultados. Por un lado, los
resultados descriptivos de los datos clinicos, morfolégicos e
inmunohistoquimicos y, por otro, los resultados del modelo de regresion logistico
y las diferentes constantes para la obtencién del nuestro algoritmo predictor.

Capitulo 5. Discusion

Discutimos en este capitulo los diferentes conceptos utilizados, el tipo de
estudio y la técnica inmunohistoquimica y su valoracion, asi como los resultados
clinicos y morfolégicos obtenidos y el porcentaje de cada fenotipo MMR
comparados con los encontrados en la bibliografia revisada.

Capitulo 6. Conclusiones

El dltimo capitulo de la presente memoria aportamos nuestras
conclusiones. Entre las diferentes conclusiones que presentamos, destaca la
propuesta de la ecuacion predictiva para obtener la probabilidad estimada de ser
fenotipo MSI dado el subtipo histolégico, el grado FIGO y el indice de masa

corporal.
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1.1 CANCER DE ENDOMETRIO
1.1.1 Datos epidemioldgicos

El cancer de endometrio es la patologia ginecoldgica maligna mas comun [1],
siendo el sexto cancer en incidencia a nivel mundial en mujeres, con una

estimacion de 417.367 nuevos diagndsticos en 2020 (Figura 1) [2].

Mama
2 261 419 (24.5%)

Otros
3489 618 (37.8%)
Colorrectal
865 630 (9.4%)
Pulmén
Estomago 770 828 (8.4%)
369 580 (4%) .
. érvix
Endometrio ..
Tiroides 604 127 (6.5%)

417367 (45%) 00 "

Total : 9 227 484

Figura 1. Estimacién de la incidencia mundial de cancer por localizacion en
mujeres de todas las edades en el afio 2020. Fuente: htips://gco.iarc.fr/ Global
Cancer Observatory, International Agency for Research on Cancer [2].

Las tasas de incidencia de cancer de endometrio mas altas se encuentran
en aquellos paises con un poder socioeconémico mas alto, asi como en Europa
central y oriental, mientras que los paises en vias de desarrollo muestran tasas

de incidencia mucho mas bajas [2,3] (Figura 2). Estas tasas de incidencia han
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ido en aumento durante las ultimas décadas y en generaciones sucesivas,

especialmente en paises que han experimentado transiciones socioeconomicas

mas rapidas, como China, Brasil y Sudafrica [3].

Incidencia /100.000 habitantes

214.2
8.9-142
5.3-8.9

26-5.3 Bl tospicade
<26 No hay registro

Figura 2. Estimacién de la incidencia mundial de cancer de endometrio por
paises en mujeres de todas las edades en el afio 2020. Fuente: htips://gco.iarc.fr/
Global Cancer Observatory, International Agency for Research on Cancer [2].

En Espafia, el cancer de endometrio es el cuarto cancer en incidencia en
mujeres, con 6.797 nuevos diagnosticos en 2022 (Figura 3) y una prevision de

8.462 nuevos diagnosticos para el afio 2035 [4] (Figura 4).
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Mama 34.740
CCR 16.246
Pulmén - 7.941
Endometrio - 6.797

Pancreas - 4.046
Tiroides - %000
Vejiga - 3.778
Ovario - 3.590

0

5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000

Figura 3. Incidencia de cancer por localizacién en mujeres en Espana en el
afio 2022. Fuente: https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-
cancer Asociacién Espafola Contra el Cancer. Dimensiones del cancer [4].CCR:

Cancer colorrectal

Proyeccion de incidencias en el futuro

® Incidencias + Tasa por cada 100.000 8.462
8.083

7.574

2025 2030 2035

Figura 4. Proyeccién de incidencias en el futuro. Estimacion de incidencia
de cancer de endometrio en Espafia en los afios 2025, 2030 y 2035. Fuente:
https://observatorio.contraelcancer.es/explora/dimensiones-del-cancer Asociacidn

Espafiola Contra el Cancer. Dimensiones del cancer [4].
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En la comunidad auténoma de Canarias, el cancer de endometrio es el
cuarto en incidencia en mujeres, con 298 nuevos diagnosticos en el afio 2018
(Tabla 1 y Figura 5) y una tasa bruta de incidencia por 100.000 habitantes de
24,9 nuevos diagnésticos (Figura 6). En la isla de Tenerife se diagnosticaron 137

nuevos casos dicho afo (Figura 7) [5].

Tabla 1. Tumores mas frecuentes por sexo. Estimacion 2018. Comunidad
autonoma de Canarias. N: Numero total de nuevos diagnodsticos. Fuente:

. Estimaciones de la incidencia de
cancer en Canarias 2018 [5].

HOMBRES: MUJERES:

TIPO TUMORAL N Porcentaje TIPO TUMORAL N Porcentaje
Prostata 1482 22,77 Mama 1388 28,47
Colon y Recto 994 15,27 Colon y Recto 662 13,58
Traquea, bronquios y pulmén 978 15,03 Traquea, bronquios y pulmén 361 741

Vejiga 411 6,31 Cuerpo del dtero 298 6,11
Linfomas no Hodgkin 257 3,95 Glandula tiroides 230 472

28,47% - Mama
13,58% - Colon y Recto

' ‘ - 741% - Pulmén
~ 6,11% - Cuerpo de Utero
4,72% - Glandula tiroides

39,71% - Resto

Figura 5. Distribucion porcentual de las localizaciones de cancer mas
frecuente en mujeres. Estimacion 2018 en la Comunidad auténoma de Canarias.

Fuente: Estimaciones de |la
incidencia de cancer en Canarias 2018 [5].
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Cancer de Cuerpo de Utero. Tasas estimadas. Canarias 2018

. @
B

24,9 18,6 13
TB TaE TaM

Tasas/100.000

Figura 6. Cancer de -endometrio. Tasas estimadas 2018. Comunidad
autonoma de Canarias. TB: Tasa bruta/ 100.000 habitantes. TaE: Tasa ajustada a la
poblacién europea. TaM: Tasa ajustada a la poblacion mundial. Fuente:

. Estimaciones de la incidencia de
cancer en Canarias 2018 [5].

Céncer de Cuerpo de Utero. Casos estimados por isla. Estimacion 2018

& o
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GRANCANARIA  FUERTEVENTURA  LANZAROTE TENERIFE LA PALMA LA GOMERA EL HIERRO

Figura 7. Cancer de endometrio. Casos estimados por isla. Estimacion 2018.
Canarias. Fuente: Estimaciones

de la incidencia de cancer en Canarias 2018 [5].

1.1.2 Presentacion clinica

La presentacion clinica mas frecuente en estadios tempranos del cancer
de endometrio se manifiesta como un sangrado postmenopausico [6], pero solo
entre el 5y el 10% de las mujeres que presentan este tipo de sangrado tienen
una patologia maligna asociada. La probabilidad de tener cancer de endometrio

como causa de sangrado postmenopausico es inferior al 1% en mujeres menores

11
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de 50 afios, aumentando al 3% en las de 55 afos y al 24% en las mayores de 80
afos [7].

Aproximadamente el 15% de los nuevos diagnosticos de cancer de
endometrio se realizan en mujeres antes de la menopausia, siendo en ellas el
sangrado abundante, prolongado o intermenstrual, el primer sintoma. El
sangrado intermenstrual es el sintoma mas frecuente y predictivo de cancer de
endometrio [8]. Los citados tipos de sangrados son extremadamente comunes,
pero solo el 0,3% son causados por cancer de endometrio. En mujeres mas
jovenes se deben tener en cuenta la presencia de factores de riesgo,
particularmente los antecedentes familiares, la obesidad y el sindrome de ovario
poliquistico [9].

Los sintomas derivados de la enfermedad localmente avanzada suelen ser

la distension abdominal, el dolor local y la disfuncién urinaria o intestinal [8].

1.1.3 Diagnéstico clinico

La primera aproximacion diagnostica al cancer de endometrio se realiza
mediante ecografia transvaginal, una prueba no invasiva que se realiza a todas
las mujeres en una revisidon ginecologica de rutina. Con esta prueba se valora el
grosor endometrial, cuyo aumento a partir de 5 mm en mujeres
postmenopausicas tiene una sensibilidad para la deteccion de cancer de

endometrio del 96,2% y un valor predictivo negativo del 99,3% [10,11]. En

12
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mujeres premenopausicas, la ecografia transvaginal es menos especifica, ya que
el grosor del endometrio fluctua con el ciclo menstrual [11].

Tras esta primera prueba, debe realizarse una biopsia endometrial, ya que el
diagnéstico final debe ser anatomopatolégico. Se puede realizar un aspirado
endometrial a ciegas que es extremadamente efectivo para obtener un
diagndstico, aunque presenta tasas de fracaso de alrededor del 11%, debido a
muestras con material inadecuado o que exista una estenosis cervical [8].
También se puede realizar una histeroscopia para la obtencion de la biopsia, ya
que permite el muestreo directo de lesiones sospechosas. Esta prueba se
recomienda cuando se identifica una patologia endometrial focal en la ecografia
transvaginal y en aquellas mujeres con sintomas recurrentes [8].

En la citologia vaginal y cervical realizada para el cribado de cancer de cérvix
se pueden identificar hasta el 50% de los casos de cancer de endometrio por la

presencia de células glandulares atipicas [8,10,11].

1.1.4 Factores de riesgo
1.1.4.1 Obesidad, factores reproductivos y metabdlicos

El riesgo de padecer cancer de endometrio aumenta con la edad y el indice
de masa corporal (IMC). De los 20 tipos de cancer mas comunes, el cancer de
endometrio es el que tiene el vinculo mas fuerte con la obesidad. Con cada

aumento de 5 kg/m? en el IMC existe un 54% mas de riesgo de padecer este tipo
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de cancer [12,13]. Las mujeres premenopausicas sintomaticas con un IMC
superior a 30 kg/m? tienen cinco veces mas probabilidades de padecer cancer de
endometrio comparado con aquellas con un IMC entre 18,5 y 25 kg/m?. Esta
probabilidad es 20 veces mayor en mujeres con IMC superior a 40 kg/m? [9].

La obesidad crea un medio proinflamatorio en el que se identifican altos
niveles circulantes de proteina C reactiva, interleuquina-6 y factor de necrosis
tumoral a, al igual que una relativa deficiencia de células inmunitarias protectoras
en el endometrio. Por otro lado, la obesidad favorece un estado hiperestrogénico
debido a la aromatizacion periférica de los andrégenos suprarrenales a
estrégenos en el tejido adiposo [8] (Figura 8). Los estrogenos estimulan la
proliferacion del endometrio durante los afios reproductivos, mientras que la
progesterona ciclica y la menstruacion regular mantiene el endometrio. En las
mujeres postmenopausicas, la obesidad contribuye a un exceso de estrogenos
sin oposicién por la deficiencia natural de progesterona, siendo esta condicion la
base principal de la carcinogénesis del cancer de endometrio [8,9,11,13].

Otros factores de riesgo para padecer cancer de endometrio son los
reproductivos que aumentan la exposicion a estrogenos sin oposicion, como son:
la menarquia temprana, la menopausia tardia, la anovulacién (por ejemplo, en
casos de sindrome de ovario poliquistico) y la nuliparidad [9]. Por otra parte, el
tratamiento hormonal del cancer de mama sensible a las hormonas, aumenta

cuatro veces el riesgo de cancer de endometrio [14].

14



Introduccion

La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia, la diabetes tipo 2 y el
sindrome de ovario poliquistico, promueven la estimulacion del endometrio al
aumentar la biodisponibilidad tanto de los estrégenos como del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF)-1 a través de niveles reducidos de sus
respectivas proteinas de union circulantes (la unién de hormonas sexuales a G
globulina y las proteinas de unién a IGF). La activacién de la via de sefalizacion
prooncogénica PISK-AKT-mTOR (Figura 8) de forma directa (estrégenos) o
indirecta (IGF-1) aumenta la proliferacion endometrial y explica una mayor
incidencia de la enfermedad en pacientes con diabetes tipo 2 y sindrome de

ovario poliquistico, independientemente del IMC [8].

Tejido adiposo
Tejido adiposo
1SHBG
Andrégenos 1 Insulina
Aromatasa l ¢
[ Exceso de estrégenos
1 Estrégenos ———_y, IGF-1 B8 Resistencia a la insulina
0 Inflamacién crénica
TIL-6, 1L-8
Inflamacién
Receptor de
estrégenos IL-6R y CXCR
\ |
> \\ v v ¥
/ \ MAPK mTOR b
/ ) | 3 NFxkB ———— Receptor de
74 e progesterona

o
Transcripcion
genética

Sintesis proteica
Proliferacién celular

Aci lacién de mutaciones
Transformacién maligna

Receptor de
progesterona

CELULA ENDOMETRIAL

Figura 8. Cancer de endometrio asociado a la obesidad: vias hacia la
carcinogénesis. AKT: proteina quinasa B. CXCR: receptor de quimioquinas. IKK: IkB
quinasa. IGF: factor de crecimiento similar a la insulina. IL: interleucina. L-6R:
receptor de IL-6. mTOR: objetivo de rapamicina en mamiferos. PI3K: fosfoinositido
3-quinasa. SHBG: globulina transportadora de hormonas sexuales. Fuente: Crosbie
et al. Endometrial Cancer. Lancet. 2022; 399: 1412-28 [8].
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1.1.4.2 Factores genéticos

Desde el punto de vista genético, el cancer de endometrio esta reconocido
dentro de las neoplasias frecuentes en el sindrome de Lynch (SL) [15-17]. En
este sindrome se heredan las variantes patogénicas que involucran uno de los
cuatro genes de reparacion del ADN (errores en el emparejamiento del ADN -
MMR-): MSH2, MSH6, MLH1 y PMS2. La presencia de una de estas variantes
patogénicas implica un riesgo de entre el 13 y el 49% de padecer cancer de
endometrio, asi como riesgo elevado de padecer cancer colorrectal, de ovario y
muchos otros tipos de cancer [15-18].

Por otra parte, estudios como el de Bafligil et al. [19] y O'Mara et al. [20]
también sugieren una asociacion entre el estado de portadora de las variantes
patogenas BRCA1 y BRCAZ2 y el cancer de seroso de endometrio, lo que podria

elevar marginalmente el riesgo de padecerlo [19,20].

1.1.5 Clasificacion del cancer de endometrio
Existen tres dimensiones distintas pero solapadas para categorizar el cancer
de endometrio: la patogénica, la histopatologica y la molecular [3]. Adjuntamos

una representacion de la clasificacion del cancer de endometrio en la tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion del

cancer de endometrio en

las tres dimensiones

(patogénica, histolégica y molecular).

CLASIFICACION DEL CANCER DE ENDOMETRIO
PATOGENICA HISTOLOGICA MOLECULAR
(BOKHMAN, 1983) (OMS, 2020) (OMS, 2020)
TIPO | ENDOMETRIOIDES POLE ultramutado
Obesidad NO ENDOMETRIOIDES dMMR (hipermutado)
Hiperlipidemia Seroso p53 mutado
Hiperestrogenismo Células claras Perfil mutacional no especifico

TIPO I Mixto
Ausencia de obesidad Otros
Ausencia de hiperlipidemia Carcinosarcoma

Ausencia de hiperestrogenismo

1.1.5.1

En 1983 se publico
Endometrial Carcinoma” [21] donde Bokhman propone la existencia de dos tipos
patogénicos diferentes de cancer de endometrio: tipo |, basandose en la
presencia de obesidad, hiperlipidemia o signos de hiperestrogenismo y tipo Il, en
el caso de ausencia de éstas [21]. En este trabajo se explica codmo existen
alteraciones metabdlicas que surgen mucho antes del desarrollo del carcinoma
de endometrio y que determinan las peculiaridades biologicas del mismo. El
modelo dualista de Bokhman, “Tipo I’ versus “Tipo II”, ha sido fundamental
durante décadas en la ensefanza y avance cientifico en diferentes disciplinas,

soportando un estudio constante a lo largo del tiempo, incluyendo posteriores

Patogenicidad.

Teoria dualista de Bokhman

el articulo titulado “Two Pathogenetic Types of
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series de casos cada vez mas grandes y la llegada de técnicas moleculares cada
vez mas sofisticadas [22].

Para realizar esta division, Bokhman sefnal6 que el 82,5% de sus pacientes
con cancer de endometrio eran obesas, el 69% tenian hipercolesterolemia, el
60,5% tenian diabetes mellitus y el 49% eran hipertensas. Siendo a su vez
comunes en estas pacientes los ciclos anovulatorios, la infertilidad y los signos
de hiperestrogenismo, incluida la hiperplasia endometrial [21]. Bokhman
denomind a este grupo “Tipo patogénico I” y documentd una fuerte asociacion
entre estas caracteristicas clinicas y el grado histolégico del cancer de
endometrio. Casi el 80% de las pacientes denominadas “Tipo I” tenian tumores
de menor grado (FIGO grado 1 o FIGO grado 2), mientras que el 20% tenian
tumores de alto grado (FIGO grado 3). En el otro extremo se encontraban las
pacientes “Tipo II” que carecian de lo que actualmente se reconoce como
sindrome metabdlico y cuyos tumores eran de alto grado en un 65,7% de los
casos [21]. Las caracteristicas clinicas generales y las caracteristicas
histopatologicas de estos dos tipos patogénicos, tal como se informaron

originalmente, se resumen en las tablas 3 y 4 respectivamente [22].
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Tabla 3. Caracteristicas

clinicas generales,

“The

signs of two main

pathogenetic types of endometrial carcinoma”. Modificado de Bokhman (18).Fuente:

Suarez et al. Bokhman

redux:

Gynecol Oncol. 2017; 144: 243-9 [22].

Endometrial cancer “types”

in the 21st century.

Tipo patoldgico |

Tipo patoldgico Il

Duracién de los sintomas

Frecuentemente larga

Frecuentemente corta

Invasiéon miometrial

Frecuentemente superficial

Frecuentemente profunda

Potencial de invasion linfovascular

Bajo

Alto

Sensibilidad a progesterona
Bajo grado (G1 + G2)

Baja
79.9% de los casos

Alta
34.3% de los casos

Alto grado (G3)

20.1% de los casos

65.7% de los casos

Prondstico

Favorable

Dudoso

Tabla 4. Caracteristicas tumorales,

“Influence of pathogenetic type of the

disease on tumor peculiarities”. Modificado de Bokhman (18). Fuente: Suarez et al.
Bokhman redux: Endometrial cancer “types” in the 21st century. Gynecol Oncol.

2017; 144: 243-9 [22].

Tipo patoldgico |

Tipo patoldgico Il

Funciéon menstrual

Historia de sangrado anovulatorio

Normal

Funcién reproductiva

Infertilidad frecuente

Normal

Edad menopausia

Frecuente después de los 50 afios

Frecuente antes de los 50 afios

Patologias no malignas
endometriales asociadas o
resultados de biopsias previas

Hiperplasia

Atrofia

Obesidad Presente Ausente
Hiperlipidemia Presente Ausente
Diabetes mellitus Presente Ausente
Hipertensién Asociada con obesidad y/o diabetes | Ausente o ni asociada a obesidad

mellitus

y/o diabetes mellitus

El posterior estudio de Suarez et el. [22] establece que no existe una

perfecta correlacion entre los subtipos histolégicos y los patogénicos. Sin

embargo, opinan que los carcinomas endometrioides son considerados como

prototipicos del tipo | y los carcinomas serosos prototipicos del tipo Il [21,22].

Asi mismo, los estudios moleculares han ido alimentando la teoria dualista

a medida que se demostraron diferencias claras entre los carcinomas

endometrioides y los serosos. De hecho, la inestabilidad de microsatélites se

encontro principalmente en los carcinomas endometrioides [23-25] al igual que

las mutaciones en PTEN [26,27] y K-Ras [27-30]. Por el contrario, se encontraron
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mutaciones de TP53 en la mayoria de los carcinomas serosos y en una minoria
de los tumores endometrioides [30,31]. Igualmente, se documentaron
mutaciones de PTEN en los casos de hiperplasia compleja atipica (neoplasia
intraepitelial endometrioide), que representa la lesion precursora de carcinomas
endometrioides [32], mientras que se encontr6 sobreexpresion
inmunohistoquimica de p53 y mutaciones de TP53 [30,31,33] en los casos de
carcinoma intraepitelial endometrial seroso, que representa la lesion precursora
de carcinomas serosos.
1.1.5.2 Clasificacion histolégica de la OMS de los tumores epiteliales
endometriales
El gold standard en el diagnéstico del cancer de endometrio es el estudio
histolégico. Su clasificacién en funcion de las caracteristicas morfoldgicas se
realiza en base al sistema de clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS 52 Edicion, 2020) [3].
En el comienzo de este proyecto trabajamos en base a la clasificacion de
2014, dado que era la que estaba vigente en este momento. Para facilitar la
elaboracion de nuestro trabajo presentamos una tabla con las diferencias entre

la clasificacion de 2014 (42 Edicion) y la nueva clasificacion (Tabla 5) [34].
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Tabla 5. Clasificacién del cancer de endometrio, OMS. Diferencias entre la 42
(2014) y la 52 (2020) edicion. Fuente: Masood et al. Endometrial carcinoma: changes
to classification (WHO 2020). Diagnostic Histopathol. 2021; 27:439-9 [34].

Clasificacion del cancer de endometrio, OMS
Diferencias entre la 42 (2014) y la 52 Edicién (2020)

Clasificacion OMS del Clasificacion OMS de los
carcinoma endometrial tumores epiteliales
2014 endometriales
2020
Carcinoma endometrioide Carcinoma endometricide
- Diferenciacion escamosa - POLE - ultramutado
- Villoglandular -dMMR
- Secretor - p53 mutado

Carcinoma mucinoso - Perfil molecular no especifico
Carcinoma seroso intraepitelial

. Carcinoma seroso, NOS
Carcinoma seroso

Carcinoma células claras Adenocarcinoma células
claras, NOS

Carcinoma neuroendocrino

- Bajo grado

- Alto grado

Adenocarcinoma mixto Adenocarcinoma mixto

Carcinoma indiferenciado
Carcinoma indiferenciado, NOS

Carcinoma desdiferenciado ) .
Carcinoma de células escamosas

Adenocarcinoma mesonéfrico
Adenocarcinoma tipo mesonéfrico
Carcinoma mucinoso tipo intestinal

Carcinosarcoma, NOS

A pesar de los avances moleculares descritos en la nueva edicién, los
tumores se siguen clasificando segun la morfologia con ayuda de marcadores
inmunohistoquimicos, ya que algunas de las técnicas propuestas para la
subclasificacién actual son inaccesibles a nivel mundial [3,34]. La toma de

decisiones clinicas aun depende de la distincidbn binaria entre carcinomas
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endometrioides y no endometrioides y, por esta razon, un reconocimiento
completo de todos los histotipos de carcinoma de endometrio y la distincion entre
carcinomas endometrioides y no endometrioides es vital para el manejo clinico

de las pacientes [34].

Endometrioide

El carcinoma endometrioide es el histotipo mas comun de cancer de
endometrio, representando aproximadamente el 85% de los nuevos
diagnosticos. Se trata de una neoplasia epitelial maligna constituida por una
variable proporcidn de arquitectura glandular, papilar y sélida que muestra
diferenciacion endometrioide, es decir, que imita al endometrio proliferativo
normal [23].

Macroscopicamente estos tumores se presentan como una lesion exofitica
o difusamente infiltrante, con variable grado de hemorragia o necrosis. Algunos
casos pueden surgir en el segmento uterino inferior (istmo), siendo importante
especificar en el informe esta localizacion [3].

En el estudio microscopico, el carcinoma endometrioide presenta glandulas
arquitecturalmente complejas con ramificaciones y presencia de patron papilar
asociado. Estas glandulas estan tapizadas por un epitelio pseudoestratificado
que conserva los bordes luminales lisos tipicos del endometrio proliferativo y esta

constituido por células de nucleos alargados o redondeados. Los nucleos suelen

22



Introduccion

ser de bajo grado y la presencia de nucleos de alto grado debe sugerir la
posibilidad de un carcinoma no endometrioide. El niumero de figuras mitéticas es
muy variable. La presencia de diferenciacion escamosa, en moérulas o pequeios
acumulos de células eosindfilas, es frecuente (10-25% de los casos) y es
importante reconocerla y no confundirla con un patrén de crecimiento solido. A
su vez, el carcinoma endometrioide puede presentar diversos patrones: secretor
(similar al endometrio en fase secretora), villoglandular, microglandular, de
células fusiformes, sertoliforme y de células de los cordones sexuales-like. El
patréon mucinoso puede estar presente en grado variable, pudiendo llegar incluso
a ser predominante. La presencia de alguno de estos patrones no esta asociada
a un pronostico diferente [3].

Los carcinomas endometrioides se deben gradar siguiendo el sistema de
clasificacion de la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia)
[35]. Este sistema de gradacién tumoral se fundamenta en las caracteristicas
morfoldgicas del tumor, principalmente en las caracteristicas arquitecturales v,
de manera secundaria, en la atipia nuclear. El carcinoma endometrioide grado 1
se corresponde con un carcinoma de glandulas bien definidas y patrén sélido (no
escamoso) menor al 5%; el grado 2 presenta entre un 6% y un 50% de patrén
soélido; y el grado 3 un componente solido mayor al 50%. Si existiese un alto
grado de atipia nuclear se aumenta el grado histolégico un punto [35]. Teniendo

en cuenta los datos pronodsticos, se ha propuesto dividir el carcinoma
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endometrioide en dos grupos, FIGO grado 1 + grado 2 y FIGO grado 3, pero no
esta ampliamente aceptado [23].

En el estudio inmunohistoquimico, los carcinomas endometrioides de bajo
grado muestran una expresion inmunohistoquimica fuerte y difusa para los
marcadores de receptores de estrogenos (ER) y de progesterona (PR), siendo
parcheada para p16. Estos marcadores son utiles para el diagndstico diferencial
con el adenocarcinoma endocervical que mostraria negatividad para ERy PR, y
positividad o negatividad para p16, dependiendo de su asociacién con el HPV
(virus del papiloma humano). En los carcinomas endometrioides de alto grado la
importancia del estudio inmunohistoquimico se basa en la distincion del
carcinoma seroso de endometrio. La pérdida de inmunorreactividad para
ARID1A, PTEN o alguna de las proteinas del sistema MMR, favorece el
diagnostico de carcinoma endometrioide de alto grado. Se debe tener cuidado
porque la expresion anormal de p53 se puede observar en entre el 2% y el 5%
de los carcinomas endometrioides de bajo grado y en un 20% de los de alto
grado, lo que puede llevar a confusidn con los carcinomas serosos de
endometrio.

La invasion linfovascular esta presente en un 5-15% de los casos y esta
frecuentemente asociada al patrén de invasion “microquistico, elongado y

fragmentado” (MELF) y al déficit de MMR.
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La lesion precursora de los carcinomas endometrioides (principalmente
grado 1y 2y, quizas, de algunos grado 3) es la hiperplasia compleja atipica
(también conocida como neoplasia intraepitelial endometrioide) [3]. Se define
morfolégicamente por la presencia de atipia nuclear en las células que tapizan
las glandulas endometriales junto a patrones de crecimiento glandular complejos,
pero sin invasion del estroma o del miometrio. Se ha demostrado que hasta el
25% de las pacientes diagnosticadas de carcinoma endometrioide presentaban
hiperplasia compleja atipica previa, frente a un 3% a las que se le habia

diagnosticado de hiperplasia compleja sin atipia nuclear [36].

- Seroso

El carcinoma seroso de endometrio es mucho menos comun, suponiendo
solo el 3—-10% de los nuevos diagndsticos. El problema principal de este histotipo
es su comportamiento agresivo que, pese a su escasa frecuencia, es el que
causa mayor mortalidad [3].

Morfolégicamente, la caracteristica que distingue a este histotipo de otros
es la presencia de una marcada atipia citologica, consistente en nucleos de alto
grado, a menudo con nucleolos eosinofilicos prominentes y figuras mitoticas
atipicas. Arquitecturalmente puede mostrar patrones papilares y/o glandulares o,
con menor frecuencia, un patréon de crecimiento solido. Los patrones de

crecimiento glandular y papilar suelen mostrar bordes luminales festoneados,
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diferentes a los bordes lisos que suelen observarse en las glandulas y papilas del
carcinoma endometrioide. Aunque las papilas pueden ser delgadas, como las
presentes en variante villoglandular del carcinoma endometrioide, a menudo son
cortas y gruesas, con fibrosis densa asociada. Todos los carcinomas serosos se
consideran tumores de alto grado (FIGO grado 3).

Diversos estudios han identificado mutaciones en el gen TP53 en
aproximadamente el 90% de los carcinomas serosos de endometrio siendo, la
mayoria de ellas, mutaciones missense [23]. Se encontré que las mutaciones
missense se correlacionaban con tincién inmunohistoquimica intensa y difusa
para el marcador inmunohistoquimico p53. Por el contrario, una ausencia total
de tincion (patrén nulo) para p53 era indicativa de mutaciones missense o de
desplazamiento del marco de lectura [30,31]. Esto ha hecho que la tincion
inmunohistoquimica para p53 se haya convertido en una herramienta para
respaldar el diagndstico de carcinoma seroso en aquellos casos con
caracteristicas histologicas habituales.

La lesion precursora de este histotipo es el carcinoma intraepitelial
endometrial seroso (SEIC) que estd compuesto por células morfolégicamente
idénticas a las del carcinoma seroso pero confinado al epitelio, no
evidenciandose invasion [3]. Sin embargo, el comportamiento biolégico del SEIC
sugiere que es mejor considerarlo una entidad maligna, ya que se han

identificado metastasis sincronicas y metacronicas, incluso en ausencia de
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invasion endometrial o miometrial. La presencia de mutaciones TP53 en el SEIC
respalda la idea de que esta mutacion es un driver temprano en el desarrollo del

carcinoma seroso de endometrio [31].

- De células claras

El diagndstico de carcinoma de células claras es poco comun y representa
menos del 5% de los nuevos diagndsticos de carcinomas de endometrio. El
carcinoma de células claras generalmente ocurre en mujeres de mayor edad
asociado a atrofia endometrial y se puede encontrar sobre los polipos
endometriales [3].

Desde el punto de vista morfolédgico, los carcinomas de células claras se
componen habitualmente de células con nucleos de alto grado (al menos
focalmente) y citoplasma claro que se disponen en varios patrones
arquitectonicos, incluidos los tubulocisticos, papilares o solidos.
Paraddjicamente, no todos los carcinomas de células claras tienen células claras
(algunos tienen citoplasma eosinéfilo) y no todos los carcinomas con células
claras son carcinomas de células claras. A la hora de gradarlo se deben tratar
como tumores de alto grado (FIGO grado 3) [3].

Debido a su dificil diagndstico es necesario el analisis inmunohistoquimico
en la practica clinica. La mayoria de los casos muestran un patron de tincion wild-

type para p53 y muestran expresiéon inmunohistoquimica positiva para HNF-1B y
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NapsinA, asi como negativa para el receptor de estrogenos y el receptor de
progesterona [3]. Sin embargo, aproximadamente el 46% de los casos muestran
una tincién focal intensa para p53, lo que respalda la presencia de mutaciones
subclonales de TP53 [23].

No se ha identificado una lesion precursora del carcinoma de células claras.
La supervivencia a 5 anos para las mujeres diagnosticadas con carcinoma de
células claras es de aproximadamente el 50%, pero al igual que con el carcinoma
seroso, las mujeres que presentan enfermedad en estadio | tienen un prondstico

mas favorable [3].

- Indiferenciado y desdiferenciado

El carcinoma indiferenciado es una entidad rara definida por la OMS como
un tumor que carece de cualquier evidencia de diferenciacion y se subclasifica
como desdiferenciado si se asocia con un area claramente delimitada de un
carcinoma endometrioide de bajo grado (FIGO grado 1 o grado 2) [3].

El carcinoma indiferenciado se caracteriza por la presencia de extensos
acumulos discohesivos de células de pequefio — mediano tamano. Estas células
muestran nucleos vesiculares con nucleolo pequeiio y numerosas figuras
mitoticas. Estas caracteristicas hacen que, a bajo aumento, el carcinoma
indiferenciado se pueda confundir con un sarcoma del estroma de bajo grado, un

carcinoma de células pequeinas o un linfoma. A mayor aumento se puede
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observar que carece de la vasculatura caracteristica del sarcoma del estroma y
del patron de cromatina en sal y pimienta del carcinoma de células pequenas.
Otra entidad a valorar a la hora de realizar un diagndstico diferencial es el
carcinoma endometrioide de grado 3 que generalmente contiene areas focales
de diferenciacion glandular entremezclada o tiene caracteristicas de un
carcinoma escamoso pobremente diferenciado no queratinizante [34].

Por el contrario, el carcinoma desdiferenciado se caracteriza por la
presencia de un cambio brusco marcado entre el componente indiferenciado y
un componente de carcinoma endometrioide de bajo grado. Ademas, el
componente de carcinoma endometrioide de bajo grado suele estar presente en
la superficie del endometrio, mientras que el componente indiferenciado infiltra
en el miometrio [3].

Ambos tumores son muy agresivos, presentando en la mitad de los casos,
enfermedad metastasica en el momento del diagnoéstico. Sin embargo, se ha

estudiado que molecularmente son heterogéneos [3,34].

- Mixto
Es un diagnostico poco comun (aproximadamente el 10% de los
carcinomas de endometrio) y se trata de carcinomas compuestos por dos o0 mas

tipos histolégicos de cancer de endometrio [3].
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En cuanto a la patogenia de esta entidad existen varias teorias que van
desde la colisién de dos carcinomas sincrénicos biolégicamente no relacionados
a la diferenciacion divergente o progresion desde un carcinoma endometrioide
de bajo grado.

Para su diagndstico se requiere la presencia de dos histotipos diferentes
corroborados por histologia e inmunohistoquimica. No deberia utilizarse el
diagnostico de carcinoma mixto en el caso de variantes de carcinoma
endometrioide, carcinomas desdiferenciados o carcinosarcomas. Lo mas comun
es el diagndstico de carcinoma mixto de endometrio con mezcla de carcinoma
endometrioide y seroso, seguido del carcinoma de células claras [3].

Por lo general, el tumor exhibe las caracteristicas moleculares de cada
componente, pero puede haber algunas caracteristicas superpuestas y cierto

grado de ambiguedad molecular.

- Otros carcinomas endometriales
En la nueva clasificacion de la OMS (2020, 52 Edicién) [3] se introducen

cuatro nuevos histotipos:

= Adenocarcinoma mesonéfrico

Para el diagnodstico del adenocarcinoma mesonéfrico es fundamental
evidenciar restos mesonéfricos que no son identificables en el adenocarcinoma

tipo mesonéfrico.
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= Adenocarcinoma tipo mesonéfrico

Ambos tumores comparten muchas similitudes  morfoldgicas,
inmunohistoquimicas y moleculares. No se conoce su etiologia, pero se han
descrito mutaciones en KRAS y ARID1A en ambos. De acuerdo con el
origen/diferenciacion mesonéfrica, estos tumores suelen mostrar una positividad
difusa para GATA-3, asi como positividad inmunohistoquimica para calretinina y

CD10. ER y PR son negativos y p53 muestra tincion wild-type.

= Carcinoma escamoso primario

Esta asociado a inflamacion cronica, piometra, irradiacion previa o infeccion
por HPV. Morfolégicamente es idéntico a un carcinoma escamoso de cualquier
origen, pero se ha estudiado que puede exhibir menos atipia citologica y tener

frentes invasivos mas amplios.

=  Carcinoma mucinoso tipo gastrointestinal

Son tumores excepcionalmente raros y se encuentran asociados a
metaplasia mucinosa del tracto genital. Histolégicamente se caracterizan por una
arquitectura glandular tapizada por epitelio secretor de mucina, que puede incluir
células caliciformes. Las células tumorales son tipicamente negativas para
marcadores inmunohistoquimicos de receptores de estrégenos y progesterona
diferenciandose asi de los carcinomas endometrioides con diferenciacion

mucinosa. En su diagndstico se debe excluir el origen cervical o del tracto
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gastrointestinal. Se asocian con un comportamiento clinico agresivo y, por lo
tanto, no deben diagnosticarse erroneamente como histotipo endometrioide de

bajo grado.

- Carcinosarcoma

El carcinosarcoma uterino es raro y representa menos del 2% de todos los
diagnosticos de cancer de endometrio [3].

Es un tumor bifasico con componentes tanto carcinomatosos como
sarcomatosos, siendo variable la histologia de cada componente. El componente
carcinomatoso puede ser de histologia serosa, de células claras, indiferenciada,
endometrioide de alto grado o mixta. Con menos frecuencia puede ser un
carcinoma endometrioide de bajo grado. El componente sarcomatoso puede
estar compuesto por elementos mesenquimales que se presentan en el utero
(homodlogos), como el sarcoma estromal o el leiomiosarcoma, o de origen
extrauterino (heterdlogo), como el rabdomiosarcoma, el condrosarcoma o el
osteosarcoma. La presencia de un componente heterélogo se asocia con un
pronostico relativamente pobre.

Se han sugerido tres teorias principales (colision, combinacion vy
conversidn) para explicar la naturaleza bifasica de los carcinosarcomas uterinos.
La teoria de la colision plantea que los componentes del carcinoma y el sarcoma

tienen origenes independientes y chocan para formar un solo tumor. La teoria de
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la combinacién formula la presencia de una unica célula madre precursora y su
posterior diferenciacion para dar lugar a los dos componentes histolégicos. La
teoria de la conversion, por el contrario, propone un origen monoclonal y una
transicion metaplasica de carcinoma a sarcoma (transicion epitelio —
mesénquima). Los analisis moleculares separados de ambos componentes
sugieren la teoria de la conversion en la mayoria de los carcinosarcomas de
endometrio [3].
Son muy agresivos presentando, en su gran mayoria, metastasis del

componente carcinomatoso al diagnadstico.
1153 Clasificacion molecular del cancer de endometrio

La clasificacion molecular del cancer de endometrio surge en 2013, cuando
el grupo de investigacion The Cancer Genome Atlas (TCGA) informd sobre un
analisis genomico integrado, completo y a gran escala de 373 carcinomas de
endometrio [37]. En este estudio se analizé la secuencia del exoma completo, la
secuencia del transcriptoma, el numero de copias genomicas, las matrices
proteicas, la inestabilidad de microsatélites y el perfil de metilacion [37]. Se
identificaron cuatro categorias no superpuestas de cancer de endometrio con

distintas caracteristicas clinicas, patolégicas y moleculares (Figura 9) [7,37-39]:

- Cancer de endometrio POLE ultramutado (7%)

- Cancer de endometrio con inestabilidad de microsatélites (MSI)/

hipermutado (28%)

33



Introduccion

- Cancer de endometrio p53 mutado (alto numero de copias) (26 %)

- Cancer de endometrio con perfil mutacional no especifico (p53 wild-

type) / microsatélites estables (39%)

La clasificacién molecular aplica a todos los carcinomas de endometrio independientemente del histotipo
Los test de interpretacién deben seguir el siguiente algoritmo

() Estado de la mutacién de POLE

Mutacién POLE detectada:
l—» P286R, V411L, S297F, S549F, AS46P, F3675, L424], M295R, P436R, > %’{?&:;;’:‘dt::’":m°
M4444F, D368Y u otras variantes designadas como patogénicas

Mutacién de POLE patogénica no
detectada

v

@ Estado del sistema MMR

Pérdida de expresién de una o més proteinas Pérdida de tincién nuclear;
MMR valoradas mediante IHQ. Patrones tipicos: tejido no tumoral normal

Céncer de endometrio

- Pérdida concomitante de MLH1 y PMS2 " P dMMR (hipermutado)

- Pérdida concomitante de MSH2 y MSH6
- Pérdida aislada de MSH6
- Pérdida aislada de PMS2

Expresién normal de las 4
proteinas MMR

Tincién nuclear positiva

v

G)Estado de p53
Céncer de endometrio
P53 mutado
; 4 A Céncer de endometrio
i POLE wild- ; d teinas MMR; p53 | =
Expresién normal de pS3 > wild-type; presencia de proteinas p53 normal —» R DD

Figura 9. Enfoque pragmatico respaldado por la OMS para la clasificacién
molecular del cancer de endometrio en la practica clinica. (1) La presencia de una
variante patogénica POLE confirmada clasifica un tumor como POLE ultramutado,
independientemente del estado de MMR y p53. (2) En tumores competentes en
POLE, la pérdida de la expresion de MMR clasifica los casos como dMMR,
independientemente del estado de p53. (3) Una vez que se excluyen las variantes
patogénicas de POLE y los defectos en MMR, la expresion anormal de p53 identifica
como p53 mutado. El resto se clasifica actualmente como NSMP. Fuente: Crosbie et
al. Endometrial Cancer. Lancet. 2022; 399: 1412-28 [8].
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- POLE ultramutado

El cancer de endometrio POLE ultramutado es un subgrupo caracterizado
por mutaciones somaticas en el dominio de exonucleasa polimerasa ¢ (POLE)
del ADN y su alteracion da como resultado una tasa de mutacion notablemente
alta (232 x 10° mutaciones por Mb) y una mayor proporcion de transversiones C
> T que los otros subgrupos moleculares [23]. En este grupo también se
encuentran los casos de mutacion de POLE y TP53, POLE y dMMR y POLE,
TP53 y dMMR, ya que se entiende que la mutacién de POLE da lugar a un
aumento de la tasa de mutabilidad, por lo que mas genes pueden aparecer
mutados [40].

Este grupo esta compuesto por carcinomas endometrioides de bajo y alto
grado. Sin embargo, a pesar de una alta proporcién de tumores endometrioides
de grado 3 en este subgrupo, todos mostraron un prondstico excelente sin
recurrencias independientemente del grado [37,39,41]. Se estudiaron asi mismo
diferentes tipos de cancer de endometrio POLE ultramutado con histologia de
alto grado, heterogeneidad morfoldgica y atipia nuclear intensa, mostrando todos

ellos un pronéstico favorable [42,43].

- Déficit de MMR
El subgrupo de dMMR (hipermutado) se caracteriza por una alta tasa de

mutaciéon (18 x 108 mutaciones/Mb) acomparfiada de inestabilidad de
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microsatélites (MSI) e hipermetilacion frecuente del promotor MLH1, lo que indica
un sistema de reparacién de errores en el emparejamiento del ADN (MMR)
defectuoso [23].

La inestabilidad de microsatélites (MSI), reflejada como defectos en el
sistema de reparacion del ADN, se presenta en aproximadamente un 30% de los
carcinomas endometrioides y esta asociado a un fenotipo hipermutado [23]. En
el estudio TCGA [44,45], la mayoria de los tumores en el grupo MSI mostraron
una disminucion de la expresion del ARNm de MLH1 secundaria a la metilacion
del promotor, una indicacion de pérdida de expresién somatica.

Los defectos en MMR producen la acumulacién de mutaciones somaticas
debido a repeticion de nucleétidos en el genoma por errores en el sistema de
reparacion del ADN. Algunas de estas mutaciones pueden ocurrir por casualidad
en los genes drivers de diversos tipos de cancer y ser, por tanto, un evento
impulsor patégeno. Las mutaciones mas comunes en los tumores del subgrupo
MSI incluyen mutaciones en ARID5B, mutaciones en PTEN y mutaciones en los
genes de la familia de fosfatidilinositol-3-quinasa, incluidos PIK3CA y PIK3R1

[38,39,46].
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- p53 mutado

El cancer de endometrio con p53 mutado se caracteriza por alto numero de
copias, mutaciones somaticas frecuentes (92%) en TP53 y una tasa de mutacion
relativamente baja (2,3 x 10° mutaciones/Mb) [23].

Las mutaciones en el gen supresor de tumores TP53 o las alteraciones en
la proteina p53 son los hallazgos mas frecuentes en los carcinomas serosos,
ocurriendo en el 85% de ellos [23]. La desregulacion en TP53 o p53 es un evento
temprano en la patogénesis del carcinoma seroso de endometrio ocurriendo en
un gran grupo de carcinomas intraepiteliales serosos [31]. Estos hallazgos son
consistentes con la aneuploidia conocida y el ADN cromosémico inestable tipico
de los carcinomas serosos [44,46]. En general, los tumores en el subgrupo p53
mutado exhiben el prondstico menos favorable entre los cuatro subgrupos

moleculares [47,48].

- Perfil mutacional no especifico (NSMP)

El cancer de endometrio con perfil mutacional no especifico es el subgrupo
que presenta una tasa de mutacion general relativamente baja (2,9 x 10°
mutaciones/Mb) [23]. Es denominado también como grupo de microsatélites
estables (MSS) y p53 wild-type e incluye mas de la mitad de los tumores

endometrioides de bajo grado [23,47].
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El conocimiento de los cuatro grupos de la clasificacion molecular no solo
ofrece informacion sobre las alteraciones genéticas de estos tumores, sino que
supone un recurso terapéutico en la practica clinica, conduciendo a una mejor
prediccion de los resultados clinicos que la proporcionada por la morfologia y los
parametros de riesgo habituales como el estadio y la presencia de invasion
linfovascular. Sin embargo, existen limitaciones para utilizar este enfoque en la
practica habitual ya que para ser clinicamente utiles deben ser factibles,
reproducibles y rentables [39].
1.1.5.4 Clasificacion del cancer de endometrio desde las 3 dimensiones

Es importante reconocer que el histotipo y el subtipo molecular tienen
diferentes estrategias de clasificacion, siendo compleja la correlacion entre ellas.
Algunos subtipos moleculares pueden tener caracteristicas histologicas que se

superponen con diferentes subtipos histologicos [49] (Figura 10).

Carcinoma endometrioide

' () de bajo grado B Carcinoma mixto
m Carcinoma endometrioide B Carcinoma de células claras
Pole mut dMMR NSMP p53 abn de alto grado

B Carcinoma seroso b :
indiferenciado

B Carcinosarcoma B Otros

Figura 10. Distribucion de los histotipos en cada uno de los cuatro subtipos
moleculares del cdncer de endometrio. Fuente: Thompson EF et al. Variability in
endometrial carcinoma pathology practice: opportunities for improvement with
molecular classification. Mod Pathol. 2022 Dec;35(12):1974-1982 [49].
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Como resumen de estas tres dimensiones para la clasificacion, hemos

realizado la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6. Clasificacién del cancer de endometrio. Tres dimensiones.

CLASIFICACION DEL CANCER DE ENDOMETRIO. TRES DIMENSIONES

PATOGENICA | TIPO| TIPO Il
Obesidad Mas jéovenes
Nuliparidad Sin predisposiciéon metabdlica

Diabetes Mellitus

HISTOLOGICA | ENDOMETRIOIDES NO ENDOMETRIOIDES

Patrén MELF
Diferenciacién mucinosa

TiLs Serosos

MOLECULAR | dMMR NSMP POLE mut = p53 mut

1.1.6 Tratamiento
1.1.6.1 Quiruargico

El pilar del tratamiento del cancer de endometrio es la histerectomia total y la
salpingooforectomia bilateral. En mujeres premenopausicas en estadios
tempranos se puede considerar la conservacion de los ovarios para evitar las
consecuencias de la menopausia quirurgica precoz, sin afectar negativamente a
los resultados de supervivencia [8].

El estado de los ganglios linfaticos es importante para la estadificacion
quirdrgica ya que guia las decisiones sobre la terapia adyuvante e informa del
prondstico [50]. Estos beneficios deben sopesarse frente a la morbilidad

perioperatoria conocida de la diseccion de los ganglios linfaticos pélvicos y
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paraaorticos, incluida la posibilidad de linfedema de las extremidades inferiores
a largo plazo [50,51]. La utilizacién de la biopsia del ganglio linfatico centinela ha
permitido un enfoque mas unificador para la evaluacién de los ganglios en el
cancer de endometrio demostrando seguridad, altas tasas de deteccion de
ganglios positivos y altos valores predictivos negativos (97-99%) lo que reduce
la necesidad de una completa linfadenectomia [51].

Se recomienda la toma de biopsias de epiplon o retroperitoneo, o ambas, en
pacientes con mayor riesgo de enfermedad metastasica, incluso en ausencia de
imagenes preoperatorias o evidencia intraoperatoria de metastasis [8].
1.1.6.2 Adyuvante

El tratamiento adyuvante en el carcinoma de endometrio depende del grupo
dentro del sistema de clasificacién de la FIGO [35] y de la categorizacion
patolégica (pTNM, AJCC 82 Edicidn) [53].

Las mujeres con carcinomas endometrioides de bajo grado en estadio IA
tienen un riesgo bajo de recaida (<5%) y no requieren tratamiento adicional.

Para pacientes con riesgo intermedio de recurrencia, los estudios han
demostrado que la radioterapia de haz externo no ofrece ningun beneficio sobre
la braquiterapia vaginal sola. Aunque la braquiterapia vaginal no mejora la
supervivencia global, es bien tolerada y reduce la recurrencia vaginal de

alrededor del 14% a menos del 2% [8].
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El grupo de riesgo intermedio-alto redefinido en las guias de la ESGO-ESMO
reconoce la importancia de la presencia de invasion linfovascular como factor de
prondstico pobre [54]. En estos casos es necesaria la radioterapia pélvica o
braquiterapia vaginal seguida de tres ciclos de carboplatino y quimioterapia con
paclitaxel. Las opciones de tratamiento adyuvante para pacientes de riesgo
intermedio-alto incluyen radioterapia de haz externo, particularmente cuando hay
invasién linfovascular o un tumor de alto grado, o braquiterapia vaginal (en
ausencia de invasion linfovascular) [54].

La clasificacién molecular se ha integrado en las pautas de la ESGO y en el
futuro podria determinar el tipo de tratamiento adyuvante que se ofrecera. Segun
la reclasificacidn que se realiz6 a las participantes en el estudio PORTEC-3 [55]:

- Carcinomas de endometrio con p53 mutado: muestran un beneficio

muy significativo con la adicién de quimioterapia (59% frente a 36%
de supervivencia libre de recaidas).

- Carcinomas de endometrio con perfii mutacional no especifico:

también muestran beneficio a la adicion de quimioterapia, aunque en
menor medida (80% frente a 68% de supervivencia sin recaida).

- Carcinomas de endometrio _con déficit de MMR: no parecieron

beneficiarse de la quimioterapia (68% frente a 76% de supervivencia

sin recaidas).
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- Carcinomas de endometrio POLE ultramutado: excelentes resultados

con o sin quimioterapia (100% frente a 97% de supervivencia sin
recaidas).

Estos hallazgos sugieren que en las pacientes con carcinomas de endometrio

POLE ultramutado se podria considerar la reduccion del tratamiento, asi como

que las pacientes con carcinomas de endometrio con déficit de MMR podrian

beneficiarse de tratamientos con inhibidores del control inmunitario [54].

1.1.7 Supervivencia

La supervivencia global a los cinco afios tras el diagnostico de cancer de
endometrio es del 90-95% en etapas tempranas de la enfermedad (estadios | y
II) y del 17-66% en etapas mas avanzadas (estadios Il y IV) dependiendo de la
extension del cancer [56].

Diversos estudios han demostrado que la supervivencia global en pacientes
con cancer de endometrio de fenotipo MSI es significativamente mejor en
comparacion con la supervivencia de las pacientes con cancer de endometrio no
MSI. Kim et al. [57] han demostrado que las pacientes con cancer de endometrio
de fenotipo MSI presentan una supervivencia global significativamente mejor en
comparacion con las pacientes con cancer de endometrio de fenotipo no MSI
(fenotipo MSS). En general, la evidencia sugiere que la presencia de MSI en el

cancer de endometrio estd asociada con una mejor supervivencia global. Sin

42



Introduccion

embargo, es importante tener en cuenta que la supervivencia global también
puede verse afectada por otros factores, como la etapa del cancer y el
tratamiento recibido [57-59].

En pacientes con cancer de endometrio, la supervivencia libre de
enfermedad es del 80% en etapas tempranas (I y Il) y del 50% en etapas
avanzadas (Illl y IV) [56]. En pacientes con cancer de endometrio MSI, la
supervivencia libre de enfermedad es significativamente mejor en comparacion
con los pacientes con cancer de endometrio no MSI [56].

El seguimiento después del tratamiento tiene como objetivo identificar la
recurrencia y abordar la morbilidad relacionada con el tratamiento, incluido el
linfedema y la disfuncion vesical, intestinal y sexual inducida por radioterapia asi
como proporcionar atencién psicologica [8]. El formato y la frecuencia del
seguimiento varian segun los factores relacionados con el tumor y el historial de
tratamiento. Las pruebas de imagen de rutina no han demostrado que mejoren
los resultados de supervivencia, pero la monitorizacién del ADN libre circulante
en sangre ofrece la esperanza en la deteccion precoz de recurrencia de la

enfermedad en el futuro [60].
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1.2 VIAS DE REPARACION DEL ADN

El ADN es una molécula altamente reactiva y susceptible a modificaciones
por parte de agentes enddgenos y exdgenos. Asi mismo, las ADN polimerasas
involucradas en la replicacion y reparacidon del ADN pueden cometer errores.
Para reducir sus consecuencias, existen sistemas de reparacion del ADN, de
tolerancia al dafio, puntos de control del ciclo celular y vias de muerte celular.
Las células responden al dafio del ADN activando vias solidas de deteccion y
respuesta al dafio del ADN (DDR), que dan tiempo suficiente para que las vias
de reparacion del ADN especificas eliminen fisicamente el daio de una manera
dependiente del sustrato [62].

Hay al menos cinco vias principales de reparacion del ADN que estan
activas en diferentes etapas del ciclo celular [62,63]:

- Reparacioén por escision de bases (BER)

- Reparacién por escision de nucledtidos (NER)

- Reparacién de errores en el emparejamiento (MMR)

- Recombinacion homologa

- Unién de extremos no homologos

Algunas lesiones especificas también se pueden eliminar mediante la
reversion quimica directa y la reparacion del entrecruzamiento entre hebras.
Estos procesos de reparacidon son cruciales para mantener la estabilidad

genética en las células [63].
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Ademas, ciertos tipos de dafios en el ADN son sustratos para las vias de
tolerancia al dafio en el ADN [64]. En los eucariotas superiores, un grupo bien
orquestado de cinco polimerasas de sintesis de translesion principales (REV1,
POL ¢, POL n, POL k y POL 1) eluden el dafio para permitir la continuacion de la
replicacion, pero con la posibilidad de una introduccién concurrente de una base
incorrecta que puede fijarse en una mutacién en la siguiente ronda de replicacion
[62-65].

Bajo ciertas circunstancias, cuando el ADN danado persiste, se activa la
muerte celular programada o apoptosis, una respuesta reguladora al dafno del

ADN, para deshacerse de las células con una gran inestabilidad del genoma [63].

1.2.1 Reparacién de errores en el emparejamiento del ADN (MMR)

Para nuestro trabajo, nos centraremos en la via de reparacion de errores del
emparejamiento del ADN. Se trata de una via de reparacion posreplicativa de
desajustes de bases en el ADN (MMR, por sus siglas en inglés mismatch repair).
La via MMR tipicamente reconoce desajustes de bases que surgen durante la
replicacion y bucles de insercion-delecion dentro de secuencias de ADN
repetitivas que resultan de eventos de deslizamiento de cadena [66].

Ademas, esta via participa en una variedad de procesos celulares, incluyendo

la estabilidad de microsatélites, la recombinacion meidtica y mitdtica, la
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sefalizacidn de dafios en el ADN, la apoptosis, la recombinaciéon de cambio de

clase, la hipermutacion somatica y la expansion de repeticion de triplete [66,67].

1.2.2 Pasos de la via de reparacion MMR

La via de reparacion de los errores del emparejamiento del ADN compromete

tres pasos [68]: reconocimiento, escision y resintesis.

1.2.21 Reconocimiento

Inicialmente, el complejo proteico MutS (tanto MutSa: h (heteroduplex)
MSH2/ hMSH6, como MutSB: hMSH2/ hMSH3) reconoce los desajustes en las
bases y los bucles de insercion- delecion [68]. De los ocho polipéptidos
homologos de MutS conocidos en eucariotas, los humanos emplean el
heterodimero MutSa (MSH2/MSHG6) para reconocer los desajustes de bases y
los bucles de insercidn-delecion de uno a dos nucledtidos, y el heterodimero
MutSp (MSH2/MSH3) para reconocer los bucles de insercion -delecién de mayor

tamano [62-69].

mismatch

N\

Figura 11. Reconocimiento del mismatch. Fuente: Guillotin et al. Exploiting
DNA mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329:
110- [68].

Cuando MutS (tanto a como ) se une al ADN, forma una pinza deslizante

capaz de trasladarse en cualquier direccion del ADN hasta que reconoce
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cualquier mismatch. El antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) es
necesario para el reconocimiento del mismatch mediante la interaccion con MutS
[68]. PCNA juega un papel importante tanto en el paso de iniciacion de MMR
como en la subsiguiente sintesis de ADN al interactuar y localizar los complejos

MutSa/ y MutLa en el sitio de la lesion 2,68].

l I _ PCNA

Figura 12. Union de MutS. Fuente: Guillotin et al. Exploiting DNA mismatch
repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329: 110-5 [48].

MutS

Este reconocimiento altera la conformacién de MutS en una forma
dependiente de ATP, permitiendo el reclutamiento de MutL (compuesto por
hMLH1, ya sea unido a PMS2 (MutLa), o bien a PMS1 (MutLB) o a MLH3 (MutLy))

para formar un complejo ternario dependiente de ATP [68].

\__1 .

MutS -
Figura 13. MutS dependiente de ATP, reclutamiento de MutL. Fuente:
Guillotin et al. Exploiting DNA mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy.
Exp Cell Res. 2014; 329: 110-5 [68].

MutL i MutL recruitment

1.2.2.2 Escision

MutLa es el complejo MutL mas prominente y cuando se une a MutS actua

como una endonucleasa.
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Excision by MutL
-

Figura 14. Escision del error. Fuente: Guillotin et al. Exploiting DNA
mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329: 110-
5 [68].

La exonucleasa 1 (Exo1) es reclutada para escindir nucledtidos en la
direccion 5 - 3'. En caso de escision en 3’, Exo1 recluta al factor C de la

replicacién (RFC) para realizar la escision en direccion 3' > 5.

Exo1l recruitment

Exol s N e
"\-

Figura 15. Reclutamiento de la exonucleasa 1. Fuente: Guillotin et al.
Exploiting DNA mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res.
2014; 329: 110-5 [68].

La proteina A de la replicacion (RPA) es un factor de union que estabiliza

el ADN monocatenario e inhibe Exo1 para evitar mayor degradacion [68].

Excision by Exol and recruitment of
RPA to protect single strand DNA

RPA

_ ;:a

Figura 16. Escisiéon y reclutamiento de RPA. Fuente: Guillotin et al. Exploiting
DNA mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329:
110-5 [68].
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1.2.2.3 Resintesis

Después de la eliminacion del mismatch, el ultimo paso es resintetizar el

ADN escindido por la ADN polimerasa 0 y unir los cortes con la ADN ligasa |.

DNA resynthesis by DNA
DNA pol v polymerase

L0——

v Mismatch repaired

Figura 17. Resintesis del ADN. Fuente: Guillotin et al. Exploiting DNA
mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329: 110-
5 [68].

Ademas de en la reparacion de los desajustes en el emparejamiento del ADN,
se han identificado otras funciones para las proteinas MMR que incluyen los

siguientes efectos:

- Un posible papel en el ciclo celular

- La reparacion de dano oxidativo del ADN

- La supresion de la recombinacion homologa

- La co-activacion del receptor de estrogeno a en cancer de mama

- La actividad en recombinaciones mitéticas, meidticas y del cambio de

clase de anticuerpo (class-switch).
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mismatch Exo1 recruitment
P Exol
Mismatch recognition Excision by Exo1 and recruitment of
MutS recruitment RPA to protect single strand DNA

Muts PCNA RPA

Mutt l' MutlL recruitment DNA resynthesis by DNA
polymerase
() ) ONA pol v

i l' Excision by MutL
: r I \
|

Figura 18. Diagrama de la via de reparacién del ADN. La via regular del ADN
reconoce los errores en nucledtidos y los loops de insecidon-delecidon que ocurren en
la replicacion del ADN. Esta reparaciéon se lleva a cabo en tres pasos:
reconocimiento, escisién y resintesis. Fuente: Guillotin et al. Exploiting DNA
mismatch repair deficiency as a therapeutic strategy. Exp Cell Res. 2014; 329: 110-
5 [68].

y Mismatch repaired
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1.3 INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

1.3.1 Defectos en MMR

En las células humanas, los defectos de reparacion de errores en el
emparejamiento de ADN (MMR) comienza cuando un gen principal de MMR
(MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2) se inactiva a través de mutaciones somaticas o
de linea germinal o silenciamiento epigenético. Esto es seguido por la pérdida de
la proteina MMR que luego conduce a la pérdida de la funcion MMR y la posterior
acumulacion de errores de desajuste no reparados (desajustes de base a base
y errores de insercién-delecidon [indel]) en las secuencias de ADN repetitivas
conocidas como microsateélites [70]. Los microsatélites se distribuyen a lo largo
del genoma, tanto en las regiones codificantes como en las no codificantes, y son
particularmente sensibles a los errores de desajuste del ADN durante la
replicacidon del ADN o el dafio iatrogénico; esto se manifiesta como inestabilidad
de microsatélites (MSI) [69]. Cuando dichos microsatélites inestables involucran
la codificacion u otras secuencias funcionalmente importantes de genes
asociados con el cancer, se produce la iniciacion del tumor o la progresion
acelerada [68].

Las proteinas del sistema MMR mas importantes son MSH2 (homologo 2
de MutS), MSH6 (homdlogo 6 de MutS), MLH1 (homdlogo 1 de MutL) y PMS2

(aumento de la segregacidén posmeioética) [71].
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Estas cuatro proteinas funcionan como heterodimeros:

MSH2 MLH1

MSHG6 PMS2

Figura 19. Heterodimeros proteicos de MMR.

MSH2 junto a MSH6 y MLH1 junto a PMS2, donde MSH2 y MLH1 son socios
obligatorios (Figura 19). Una alteracion en MSH2 o MLH1 da como resultado la
degradacion proteolitica posterior de la proteina mutada y su pareja secundaria.
Por el contrario, las mutaciones en los socios secundarios MSH6 o PMS2 no dan
como resultado la degradacion proteolitica de sus socios primarios, ya que MSH6
puede sustituirse en el heterodimero por MSH3 y PMS2 por PMS1 o MLH3,
respectivamente [71].

La pérdida de expresion de una de las proteinas MMR (MSH2, MSH6, MLH1
y PMS2) se asocia con una mayor predisposicion a una serie de canceres,
incluidos el colorrectal, el gastrico, el endometrial y el ovarico, entre otros [58].
Las mutaciones de la linea germinal en los genes MMR (MSI) pueden dar lugar
a la condicion autosobmica dominante, denominada sindrome de Lynch (SL),

anteriormente conocido como cancer de colon hereditario sin poliposis (HNPCC)
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(Figura 20, Tabla 7). Las pacientes con SL tienen un mayor riesgo de desarrollar
cancer, incluido un 80% de riesgo de desarrollar cancer colorrectal y, en mujeres,
un 60% de riesgo de desarrollar cancer de endometrio y un 25% de desarrollar
cancer de ovario [68,72]. En el SL, solo se hereda un alelo mutado de un gen
MMR. La pérdida del segundo alelo ocurre somaticamente por mutacion o
metilacién. El rarisimo caso en el que ambos alelos heredados estan mutados se
denomina sindrome de deficiencia de MMR constitucional y conduce al cancer

durante la infancia [68].

Hereditario
5-10%

Déficit de MMR
(Fenotipo MSI)

Figura 20. Déficit de MMR en el cdncer de endometrio. Fuente: Ledn-Castillo
et al. Clinicopathological and molecular characterization of “multiple-classifier”
endometrial carcinomas. J Pathol. 2020; 250(3): 312-322 [40].
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Tabla 7. Diferencias entre el sindrome de Lynch y el déficit de MMR. Fuente:
Zannoni et al. Current Prognostic and Predictive Biomarkers for Endometrial Cancer
in Clinical Practice: Recommendations/Proposal from the Italian Study Group. Front
Oncol. 2022; 12: 1-20 [73].

Sindrome de Lynch dMMR
(trastorno autosémico dominante) (en ausencia de sindrome de Lynch)

Mutaciones constitucionales en la linea germinal Hipermetilacién bialélica somatica esporadica del

de MSH2, MSH6, MLH1 y PMS2 promotor del gen de MLH1

Metilacién constitucional del promotor de MLH1 Dos mutaciones somaticas de las proteinas MMR

Delecion de EPCAM en el extremo 3° Una mutacién somatica con pérdida de

(provoca silenciamiento epigenético de MSH2 y la subsiguiente heterogeneidad (LOH) del otro alelo

hipermetilacién de su promotor en tejidos que expresan EPCAM)
Silenciamiento epigenético de MSH6 secundario a
tratamiento radioquimioterapéutico

1.3.2 Importancia del analisis de las proteinas MMR en el cancer
de endometrio

Las pruebas de deteccion de dMMR/MSI tienen varias implicaciones
clinicas importantes:

- Cribado de sindrome de Lynch: se estima que una de cada 250-300

personas se ve afectada por sindrome de Lynch [74]. En este sindrome, el cancer
de endometrio suele ser el primero en aparecer (cancer centinela) por lo que es
fundamental su diagnostico a la hora de establecer programas de cribado. La
identificacién de sindrome de Lynch en una familia permite la vigilancia y la toma
de medidas preventivas para reducir la mortalidad por canceres posteriores.

- Diagnostico histomolecular de cancer de endometrio: la clasificacion del

grupo TCGA vy las directrices recientes de ESGO/ESTRO/ESP [54] exigen
pruebas de MMR en todos los casos para identificar el grupo de cancer de

endometrio con dMMR (MSI hipermutado).

54



Introduccion

- Pruebas predictivas de efectividad del tratamiento: en tumores con

defectos en MMR se ha aprobado el tratamiento dirigido con inhibidores de
control inmunitario. Al estar caracterizados por la sobreexpresion de PD1/PDLA1,
pueden ser tratados con anticuerpos anti-PD1 en los casos de recurrencia o tras
progresion después de quimioterapia basada en platino [73]. Se considera el
déficit de MMR como un biomarcador prondstico y predictivo de respuesta a

inhibidores del checkpoint inmune [75].
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1.4 CARACTERISTICAS CLiNICAS Y MORFOLOGICAS
RELACIONADAS CON EL DEFICIT DE MMR EN EL
CANCER DE ENDOMETRIO

No existen criterios clinicos o morfolégicos determinantes del déficit de MMR
en el cancer de endometrio, pero si que es importante conocer que existen una
serie de caracteristicas muy frecuentes en este tipo de tumores [93].

Clinicamente se ha asociado el déficit de MMR a pacientes mas jovenes (45—
55 afos) comparadas con aquellas con MMR competente (65 afios). Ryan et al.
[74] demostraron que las pacientes con déficit en MSH6 presentaban mayor edad
al diagndstico que aquellas con déficit de MSH2 o MLH1. En su estudio, la edad
media de aparicion del cancer de endometrio con déficit de MLH1 y MSH2 fue de
39-49,5 anos, mientras que la de las pacientes con déficit de MSH6 fue de 50,6-
59,5 anos.

La obesidad es un factor de riesgo conocido para desarrollar cancer de
endometrio que aumenta en mujeres premenopausicas, ya que se genera un
entorno proestrogénico. Estudios como los de McCourt et al. [76], Cohn et al. [77]
y Joehlin-Price et al. [78] demuestran que a mayor IMC, mayor sera el riesgo de
padecer cancer de endometrio con microsatélites estables (MSS) frente a MSI.
Otros estudios [79-81] han demostrado que las pacientes con MSI

diagnosticadas de cancer de endometrio tenian un IMC mas bajo. Estos estudios
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indicaron que, aunque la obesidad era un factor de riesgo para las pacientes con
MSI, tenian un IMC mas bajo comparado con aquellas con MMR competente.

En las pacientes con sindrome de Lynch, existe un riesgo significativo de
desarrollar un segundo cancer metacronico, siendo el cancer de endometrio el
cancer centinela. En un articulo publicado en 2009 [82], se estudié que el 33,3%
de las mujeres con sindrome de Lynch presentaron, tras el cancer de endometrio,
un segundo tumor primario, frente al 5,1% de las mujeres con cancer de
endometrio esporadico. Las localizaciones de estos segundos tumores fueron:
colorrectal, ovario, mama, labio y vulva. En 2021, Post et al. [17] informaron que
la incidencia de un segundo tumor primario asociado a sindrome de Lynch fue
un 11,1% superior al de las pacientes sin deficiencia de MMR (MSS). A pesar de
la diferencia en los métodos de diagndstico utilizados (criterios de Amsterdam I
en el estudio de Wang et al. [82] frente a métodos moleculares utilizados por Post
et al. [17]) y de etnia entre estos dos estudios, todos mostraron un mayor riesgo
de desarrollar segundos canceres primarios en pacientes con sindrome de Lynch
tras el diagnéstico de cancer de endometrio.

Macroscopicamente se ha estudiado una asociacion entre la aparicion del
cancer de endometrio localizado en el segmento uterino inferior y el déficit de
MMR [83]. Se desconoce el motivo de la predileccidn por esta localizacion, pero
el segmento uterino inferior presenta una histologia diferente en comparacion con

el resto del endometrio. Quizas este epitelio sea mas susceptible a errores de
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reparacion del ADN, al igual que existe una predileccion por los tumores de colon
del lado derecho en el sindrome de Lynch [48]. La afectacion del segmento
uterino inferior se ha identificado como un factor de riesgo para las metastasis en
los ganglios linfaticos, lo que conlleva un impacto negativo en el pronéstico de
las pacientes [48,83].

La asociacion entre el déficit de MMR y el subtipo histolégico de cancer de
endometrio no esta completamente establecida. Algunos autores proponen que
el estado de MSI es mas caracteristico del carcinoma endometrioide [84-86],
mientras que otros afirman que esta presente tanto en los carcinomas
endometrioides como en los subtipos no endometrioides en la misma proporcién
[75,87-89]. A parte del subtipo histoldgico, se han estudiado otras caracteristicas
morfoldgicas asociadas al fenotipo MSI [15] como una diferenciacion mucinosa,
heterogeneidad tumoral, asi como una respuesta inmune intensa, manifestada
por la presencia de infiltracién peritumoral y linfocitos infiltrantes en el tumor
(TILs) [15]. La presencia significativamente mayor de células infiltrantes CD8+,
PD-1+ y CD45RO+ en el margen invasivo, asi como linfocitos T citotoxicos
activados en el estroma. Esta asociacion entre la presencia de TILs y los tumores
dMMR/MSI se ha estudiado como consecuencia del aumento de neoantigenos
inducido por la presencia de alta carga mutacional [16]. Otras caracteristicas
morfologicas de este tipo de cancer es su asociacion con un patron de invasion

“microquistico, elongado y fragmentado” (MELF) y la invasion linfovascular.
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Existen articulos que sugieren que las pacientes con dMMR presentan
estadio intermedio-alto, asi como grado de FIGO mas alto [15,16,73].

Sin embargo, estas caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas clasicas
relacionadas con el dAMMR no se ha demostrado en grandes series [73]. Por lo
que quedan simplemente como una sospecha morfoldgica, para apoyarla, se
recomienda realizar el cribado universal de dAMMR, mediante inmunohistoquimica
o pruebas moleculares de MSI, a todas las pacientes.

En la tabla 8 recogemos los aspectos clinicos y morfoldgicos relacionados

con el déficit de MMR en el cancer de endometrio.

Tabla 8. Aspectos clinicos y morfoldgicos relacionados con el déficit de MMR
en el cancer de endometrio.

dMMR MMR competente
(Fenotipo MSI) (Fenotipo MSS)
Aspectos clinicos | Edad Mas jovenes Mayores
(> 70 afos)
IMC < 30 kg/m?2 > 30 kg/m?
Cancer centinela Asociacion a 2° No asociado
cancer metacrénico
Aspectos Localizaciéon Istmo Indiferente
morfolégicos macroscopica
Subtipo histolégico Endometrioide (¢,?) | Cualquier subtipo
Diferenciacién mucinosa
Heterogeneidad tumoral
TiLs
Patrén MELF
Invasioén linfovascular
FIGO Alto Indiferente
Estadio Mas alto Indiferente
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1.5 VALORACION DEL SISTEMA MMR EN EL CANCER DE
ENDOMETRIO

1.5.1 Técnicas

Actualmente existen dos categorias principales de pruebas para detectar
el estado de MMR en tejidos tumorales. Por un lado, el estudio
inmunohistoquimico, que detecta la expresion proteica de MMR en las células
tumorales. Y, por otro, la prueba de inestabilidad de microsatélites (MSI) que
detecta si hay cambios en las secuencias de ADN conocidas como
microsatélites.

Los dos métodos tienen una sensibilidad comparable y muestran una
concordancia de aproximadamente el 96%, haciendo del estudio
inmunohistoquimico un excelente marcador subrogado [70].

Es importante destacar que la prueba de MMR se refiere a la competencia
o deficiencia de la proteina MMR mientras que MSI a la inestabilidad de
microsatélites en las células del cancer. Por lo tanto, la MSI es una condicion de
hipermutabilidad genética que resulta de un sistema de reparacién del ADN

defectuosa (AMMR), y los dos términos a menudo se usan indistintamente [90].

1.5.1.1 Inmunohistoquimica

El estudio inmunohistoquimico para MMR ha estado en uso durante mas

de tres décadas [91]. En la mayoria de los casos se trata de una prueba sencilla
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de valorar. Por lo general, se prefiere el analisis inmunohistoquimico a las

pruebas MSI, por las siguientes ventajas [70]:

- Mas barato

- Tiempo de respuesta mas bajo

- Facilmente disponible en la rutina

- Cantidad limitada de tejido

- Visualizacion directa y correlacion con la morfologia

- ldentificaciéon rapida de la proteina defectuosa permitiendo la inferencia

del gen afecto

El estudio inmunohistoquimico de MMR esta también sujeto a una serie de
limitaciones, tanto las inherentes a la técnica como, mas especificamente, al
estudio de las proteinas MMR. Estas limitaciones se valoraran en el apartado
1.5.2. (Problemas vy pitfalls en la interpretacion de dMMR por
inmunohistoquimica).

La expresion inmunohistoquimica para los marcadores MMR en los tejidos
no tumorales se identifica como una tincion nuclear con intensidad uniforme o
variable dependiendo de la actividad proliferativa. En las células tumorales,
generalmente caracterizadas por tasas de proliferacion mas altas que el tejido
normal, la intensidad de la tincion suele ser mas intensa que la observada en el

estroma peritumoral, las glandulas normales o las células inflamatorias (que se
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identifican como control interno del marcador). La expresion nuclear de las cuatro
proteinas MMR por estudio inmunohistoquimico sugiere estabilidad de
microsatélites (Fenotipo MSS) mientras que la pérdida de tincidn nuclear para
cualquiera de los marcadores proteicos con control interno positivo es compatible
con inestabilidad de microsatélites (Fenotipo MSI) [70,91].

Debido a la disposicion de las proteinas en heterodimeros, siendo MLH1 y

PMS2 socios obligatorios, hay 4 patrones anormales tipicos del déficit de MMR:

Pérdida de MSH2 y MSHG; esto ocurre en la deficiencia de MSH2

(mutacion)

- Pérdida de MLH1 y PMS2; esto ocurre en la deficiencia de MLH1
(mutacidn/metilacion)

- Pérdida aislada de MSHG; esto ocurre en la deficiencia somatica de
MSH6

- Pérdida aislada de PMS2; esto ocurre en la deficiencia somatica de

PMS2

En consecuencia, y para comprender el método seguido a la hora de realizar
nuestro trabajo, es importante conocer que la negatividad para el anticuerpo
MSHG6 detecta todos los casos que albergan anomalias MSH2 o MSHG6 vy la
negatividad inmunohistoquimica para el anticuerpo PMS2 detecta todos los

casos que albergan anomalias en MLH1 o PMS2. El estudio inmunohistoquimico
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de MLH1 o0 MSH2 por si solo no reconoce casos con anomalias de PMS2 o MSH6

[71].

1.51.2 Pruebas moleculares

El MSI se define como “un cambio de cualquier longitud debido a la insercion
o delecién de unidades repetitivas en un microsatélite dentro de un tumor en
comparacion con el tejido normal” [70]. Se caracteriza un estado hipermutable de
las células. Esta hipermutabilidad hace que los tumores con este fenotipo
contengan neoantigenos que conducen al desarrollo de un microambiente
inmunitario hiperintenso [93].

El método clasico de deteccion de MSI es una prueba PCR-MSI que utiliza
un panel de marcadores avalado por el NCI que consiste en dos mononucledtidos
[A/T] (BAT-26 y BAT-25) y tres dinucledtidos [GT/CA] (D5S346, D2S123 vy
D17S250). Se trata de la prueba molecular recomendada dada su mayor
sensibilidad y especificidad [16].

Para MSI, se pueden obtener cuatro resultados diferentes: MSI-H (alta
inestabilidad de microsatélites), MSI-L (baja inestabilidad de microsatélites), MSI-
| (inestabilidad indeterminada de microsatélites) y MSS (microsatélites estables).
Historicamente, la pérdida de estabilidad en uno de los cinco marcadores de

microsatélites se defini6 como MSI-bajo y la pérdida de estabilidad en =22 como
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MSI-alto. Actualmente, los tumores MSI-L deberian incluirse dentro de los
tumores MSS [70].

Los ultimos afios han surgido varias plataformas para la realizacién de
pruebas moleculares para MSI| modificadas y mejoradas (multiplex en lugar de
simplex, cebadores fluorescentes en lugar de cebadores radiomarcados), asi
como estrategias mas efectivas para su lectura (electroforesis capilar u otros
métodos como la desnaturalizacion de cromatografia liquida de alta resolucion
analisis grafico y de fusién de alta resolucién en lugar de gel de electroforesis)
[70].

Los analisis de secuenciacion de nueva generacion (NGS) puede representar
una prueba molecular alternativa y novedosa para evaluar MSI, especialmente
en tumores no asociados a sindrome de Lynch, con la principal ventaja de poder
determinar la carga mutacional tumoral, junto con otras posibles alteraciones
diana.

En el proyecto de Wang et al [70] se comprobo la correlacion entre los
estudios inmunohistoquimicos y los moleculares para MSI. Realizaron PCR,
Idylla™ y NGS. Sus conclusiones fueron que las pruebas moleculares muestran
un rendimiento de diagndstico similar para la deteccion de dMMR en cancer
colorrectal y de endometrio pero que el analisis molecular MSI tiene menor

sensibilidad para la deteccién de dMMR en el cancer de endometrio, por lo que
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se recomienda el uso combinado de inmunohistoquimica y los métodos
moleculares [70].

En los casos de déficit de MLH1-PMS2 se deben realizar posteriores pruebas
de hipermetilacién de MLH1 para poder identificar un tumor como esporadico v,
en ausencia de una mutacion de la linea germinal (SL), se deben realizar estudios
de mutaciones somaticas para evaluar el riesgo de canceres posteriores [16].
1.5.2 Problemas y pitfalls en la interpretacion de dMMR por

inmunohistoquimica

Para una correcta interpretacion del estudio inmunohistoquimico en el
sistema MMR es fundamental la presencia de un control interno positivo
(positividad inmunohistoquimica en el estroma de fondo o peritumoral, en las
glandulas normales o en las células inflamatorias).

Los errores en el diagndstico inmunohistoquimico mas comunes son [39]:

- Presencia de areas previamente mal fijadas en formol. Los
marcadores inmunohistoquimicos para las proteinas MMR son muy
sensibles a la fijacién. Las areas mal fijadas tipicamente muestran
tincion negativa con control interno también negativo. Es necesario
informar solo aquellas areas con control interno positivo para evitar
interpretaciones erréneas. Por este motivo, el estudio debe realizarse

en las muestras mejor conservadas.
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- Expresion muy débil o focal en presencia de dMMR. La expresion de
proteinas MMR debe ser intensa y difusa en comparacién con el
control interno, por lo que cualquier desviacion de este, incluida la
expresion muy débil o focal en presencia de una positividad
inequivoca en las células del estroma, debe anotarse e informarse
como defectuosa o equivoca/indeterminada.

- Expresion subclonal, definida como una pérdida focal de expresion
por parte de las células tumorales (al menos el 10% del area tumoral,
para asignar el tumor al grupo dMMR); para distinguirlo de expresion
variable como resultado de un artefacto de fijacion, se debe ver tincion
normal en el control interno en el area que muestra pérdida de
expresion en células tumorales.

- Tincion citoplasmatica, punteada o de membrana debe informarse
como anormal. Posiblemente esté relacionado con fallos técnicos.

- Pérdida geografica de MLH1 y PMS2 debido a hipermetilaciéon
heterogénea dentro del tumor.

- Pérdida de tres o todas las proteinas (pérdida total).

- Discordancia o heterogeneidad entre el estudio inmunohistoquimico
para las proteinas MMR y el estudio molecular para MSI:

= Casos con microsatélites estables (MSS) en estudios

moleculares que presentaban expresion inmunohistoquimica
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negativa para las proteinas MLH1 y PMS2, debido a
hipermetilacion del promotor MLH1 o variantes somaticas de
MMR.

Casos con microsatélites inestables (MSI) en estudios
moleculares que presentaban expresion inmunohistoquimica
positiva para las proteinas debido a variantes en POLE o
determinada por proteinas MMR cataliticamente inactivas
mutadas (mutacion missense) que conservan su integridad

antigénica.
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Planteamiento, hipétesis y objetivos

2.1 PLANTEAMIENTO

A pesar de la extensa literatura disponible en la actualidad sobre el cancer
de endometrio, existen pocos articulos en los que se determine la correlacion
entre el fenotipo MSI y las diferentes caracteristicas clinicas y morfolégicas, en
proporcién a los estudios realizados en este sentido para el cancer colorrectal.

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas, varios estudios han sugerido
que cualquier subtipo histolégico puede ser fenotipo MSI con una distribucion
similar a la encontrada en la poblacion con fenotipo MSS [15,78,93]. En
contraposicion a esta corriente, existe otra que afirma que el fenotipo MSI es mas
caracteristico del carcinoma endometrioide que de otros subtipos [84-86].

Tal y como se expuso en la seccion 1.4. (Aspectos clinicos y morfolégicos
relacionados con el déficit de MMR en el cancer de endometrio), se han
estudiado otras caracteristicas morfoldgicas asociadas al fenotipo MSI, como son
un estadio y grado de FIGO mas alto [15,16,73] y la presencia de invasion
linfovascular, asi como una predileccién por la localizacién en segmento uterino
inferior [83].

Atendiendo a la seccion 1.1.4. (Factores de riesgo), el factor de riesgo mas
conocido asociado con el cancer de endometrio es la obesidad, por lo que es
necesario verificar si esta caracteristica clinica se asocia con el fenotipo MMR.

En esta linea, se ha estudiado que las mujeres con mayor IMC diagnosticadas
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de cancer de endometrio tienen una mayor asociacion con el fenotipo MSS que
con el fenotipo MSI [76-78]. Por otra parte, hay autores que afirman lo contrario,
que las pacientes con IMC mas alto muestran mayor asociacion con cancer de
endometrio con fenotipo MSI [79-81,94]. En ambos casos se sugiere un riesgo
diferenciado de cancer de endometrio asociado al IMC y al fenotipo MMR.

En el caso de otras caracteristicas clinicas asociadas a alteraciones en
MMR, hay autores que han relacionado el fenotipo MSI con una menor edad al
diagnostico y al estado premenopausico [81].

Conociendo las diferentes corrientes en cuanto a la asociacién entre las
caracteristicas clinicas y morfoldgicas y el fenotipo de MMR que se proponen en
la actualidad, nos planteamos realizar un analisis estadistico valorando el
fenotipo MMR, mediante estudio inmunohistoquimico de las proteinas del
sistema de reparacion, para aclarar qué enfoque se aproxima mas a nuestra
casuistica, asi como desarrollar una herramienta estadistica que nos pueda
predecir la posibilidad de ser fenotipo MSI dadas las caracteristicas clinicas y

morfoldgicas.
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2.2 HIPOTESIS

Atendiendo a nuestro planteamiento del cancer de endometrio nos

proponemos las siguientes hipodtesis:

Primera hipétesis: ¢ Existe correlacion entre las caracteristicas clinicas del

cancer de endometrio y el fenotipo MSI?
1. Menor edad al diagndstico relacionado con fenotipo MSI frente a mayor
edad al diagnéstico relacionado con fenotipo MSS.
2. Estado premenopausico relacionado con fenotipo MSI frente a estado
postmenopausico relacionado con fenotipo MSS.
3. IMC menor a 30 kg/m? relacionado con fenotipo MSI frente a IMC mayor o

igual a 30 kg/m? relacionado con fenotipo MSS.

Segunda _hipdtesis: ¢ Existe correlacion entre las caracteristicas

morfoldgicas del cancer de endometrio y el fenotipo MSI?
1. Subtipo histologico endometrioide relacionado con fenotipo MSI frente a
subtipo no endometrioide relacionado con fenotipo MSS.
2. FIGO grado 3 relacionado con fenotipo MSI frente a FIGO grado 1-2
relacionado con fenotipo MSS.
3. Estadio alto relacionado con fenotipo MSI frente a estadio bajo relacionado

con fenotipo MSS.
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4. Localizacion macroscopica en segmento uterino inferior relacionado con
fenotipo MSI frente a localizacién en cavidad uterina relacionado con

fenotipo MSS.

5. Invasion linfovascular relacionado con fenotipo MSI frente a no invasion

linfovascular relacionado con fenotipo MSS.

Tercera hipotesis: ¢ Existe correlacion entre caracteristicas clinicas,

morfoldgicas y fenotipo MSI?
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2.3 OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL

Para cumplir las hipétesis planteadas nos proponemos los siguientes

objetivos:

1.

Desarrollar un esquema optimo para la identificacion de pacientes con
alteraciones en las proteinas del sistema MMR en cancer de
endometrio.

Valorar el uso de un panel inmunohistoquimico de proteinas MMR en
dos tiempos, primero PMS2 y MSHG6 y, en caso de negatividad en
alguno de ellos, realizar MLH1 y MSH2 respectivamente.

Identificar el fenotipo MSI en pacientes diagnosticadas de cancer de
endometrio mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Correlacionar variables clinicas con la existencia de fenotipo MMR por
inmunohistoquimica en cancer de endometrio.

Correlacionar variables morfolégicas con la existencia de fenotipo
MMR por inmunohistoquimica en cancer de endometrio.

Proponer un algoritmo estadistico que prediga la probabilidad de tener

fenotipo MSI relacionando factores clinicos y morfologicos.
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Material y métodos

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Realizamos un estudio prospectivo observacional de casos con todas las
pacientes diagnosticadas de cancer de endometrio tras histerectomia total en el
Servicio de Anatomia Patolégica del Complejo Hospitalario Universitario de

Canarias (Tenerife) desde enero de 2017 hasta mayo de 2020 (40 meses)

3.1.1 Aspectos demograficos
El Complejo Hospitalario Universitario de Canarias es el centro de referencia
del area norte y la Isla Baja de Tenerife. El censo poblacional a 1 de enero de

2020 fue de 411.766 personas (Tabla 9).

Tabla 9. Revision del Padrén Municipal de Habitantes a 1 de enero de 2020
(Unidad: Persona). Fuente: INE (Instituto Nacional de Estadistica) [95].

AREA NORTE ISLA BAJA
La Laguna 157.503 Buenavista del Norte 4.778
La Matanza de Acentejo 9.061 Garachico 4.871
La Orotava 42.029 La Guancha 5.520
Puerto de la Cruz 30.468 Icod de los Vinos 23.254
Los Realejos 36.402 San Juan de la Rambla | 4.828
El Rosario 17.370 Los Silos 4.693
Santa Ursula 14.679 El Tanque 2.763
El Sauzal 8.934
Tacoronte 24134
Tegueste 11.294
La Victoria de Acentejo 9.185

El censo poblacional de mujeres en este area geografica fue de 187.998

mujeres a 1 de enero de 2020 [95].
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3.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Incluimos en este estudio a todas las pacientes mayores de 18 afos
sometidas a una histerectomia total con el diagndstico histopatologico de cancer
de endometrio entre enero de 2017 y mayo de 2020 en nuestro hospital. Los
criterios de inclusién para permanecer en este estudio fueron el diagnédstico
previo de cancer de endometrio por biopsia realizado en nuestro centro y la
presencia de los datos de indice de masa corporal, estatus pre o
postmenopausico y los antecedentes oncologicos previos en la historia clinica.
La localizaciéon tumoral (en cavidad uterina o segmento uterino inferior) en el
informe macroscdépico también fue considerada un criterio de inclusion. Aquellos
casos que no presentaron estos criterios fueron excluidos.

De acuerdo con el comité ético del centro (apartado 3.7. (Aspectos éticos)),
no fue necesario el consentimiento informado de las pacientes para incluirlas en

el estudio.
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3.3 DATOS CLINICOS

Los datos clinicos fueron extraidos de la historia clinica electréonica del centro.

Las variables a estudio fueron:

Edad al diagndstico (dividiendo a estas pacientes en mayores y menores
de 70 afnos, de acuerdo con [96,97]).

- Estado pre o postmenopausico.

- Indice de masa corporal (IMC (kg/m?)).

- Existencia de patologia tumoral previa.

- Muerte durante el estudio como consecuencia del cancer de endometrio.

El IMC fue recogido siguiendo el estatus nutricional: bajo peso (si el IMC era
menor de 18.5 kg/m?), normopeso (18.5-24.9 kg/m?), sobrepeso (25-29.9 kg/m?),
obesidad tipo | (30-34.9 kg/m?), obesidad tipo Il (35-39.9 kg/m?) y obesidad tipo
lll (mayor de 40 kg/m?) (98). Por razones estadisticas, las pacientes fueron
divididas en no obesas (IMC menor de 30 kg/m?) y obesas (IMC mayor o igual a

30 kg/m2) [99].
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3.4 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

Todas las piezas de histerectomia fueron fijadas en formaldehido tamponado
al 10% durante minimo 24 horas y maximo 72 horas y posteriormente incluidas
en parafina. Se realizaron cortes de 3 ym que se tineron con hematoxilina-eosina
convencional. El diagndstico fue confirmado por tres patdlogos
subespecializados en patologia ginecolégica de forma independiente y cualquier
discrepancia entre ellos se resolvié por consenso.
Las variables anatomopatolégicas analizadas en el estudio fueron:
- Localizacion macroscopica del tumor. Dividiendo aquellos casos en los
que el tumor se localizaba en la cavidad uterina de aquellos presentes en
el segmento uterino inferior [83].

- Tipo histolégico. El diagnodstico histopatoldgico se realizé siguiendo la
clasificacion histolégica de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
2020 [3]) (Tabla 10). Los casos estudiados antes de la publicacion de esta
edicion siguieron los criterios de la clasificacion de los tumores de

endometrio de la 42 edicion de la clasificacion de la OMS.
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Tabla 10. Variantes histolégicas segun la clasificaciéon de la OMS 2020 [3].

Carcinoma endometrioide
Carcinoma seroso
Carcinoma de células claras
Carcinoma indiferenciado y desdiferenciado
7 Carcinoma mixto 7

Otros carcinomas endometriales

Carcinosarcoma

- Grado histolégico. En los carcinomas endometrioides se establecio el
grado de la FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics)
[35,52].

- Presencia o ausencia de invasion linfovascular.

- Estadificacion patoldgica. Siguiendo las indicaciones de TNM de la AJCC
(82 Edicion) [53].
pT1: Tumor confinado al cuerpo uterino, incluyendo la afectacion del

endocérvix glandular.

pT1a: Limitado al endometrio o invadiendo menos de la mitad del
miometrio.

pT1b: Invade la mitad o mas del endometrio.
pT2: Tumor que invade el tejido conectivo estromal del cérvix pero que no
se extiende mas alla del utero. Esto no incluye la afectacion del

endocervix glandular.
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pT3: Tumor que afecta a serosa, anejos, vagina o parametrio.
pT3a: Afecta serosa y/o anejos (extension directa o metastasis).
pT3b: Afectacion vaginal (extension directa o metastasis) o
parametrial.
pT4: Tumor que invade mucosa vesical y/o mucosa de colon.
- Presencia de patologia no tumoral asociada. Se estudi6 la presencia o
ausencia de atrofia, hiperplasia endometrial (no atipica, atipica), polipos

endometriales, endometriosis 0 adenomiosis y leiomiomas.
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3.5 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Se realizd el estudio inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras del
ADN. Las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron sobre secciones de 3 ym
de grosor en portaobjetos silanizados de manera automatizada. Se utilizé el kit
de deteccion OptiView DAB para MSH2, MSH6 y MLH1 y el kit de deteccién
OptiView DAB con amplificacion UltraView para PMS2.

Se utilizaron los cuatro anticuerpos (prediluidos e incubados 60 minutos
cada uno) del panel inmunohistoquimico de MMR de ROCHE VENTANA:

- MSH2: Anticuerpo primario monoclonal de ratén, clona G219-1129 (1

Mg/mL).

- MSHG: Anticuerpo primario monoclonal de conejo, clona SP93 (1 ug/mL).

- MLH1: Anticuerpo primario monoclonal de raton, clona M1 (1 pg/mL).

- PMS2: Anticuerpo primario monoclonal de ratén, clona A16-4 (1 pg/mL).

Se evalud la presencia o ausencia de tincion nuclear de diaminobencidina
(DAB).

El tejido normal correspondiente (células epiteliales no tumorales, asi como
linfocitos y células del estroma endometrial) proporcioné un control interno
positivo.

Teniendo en cuenta el panel inmunohistoquimico para proteinas MMR
dispuesto por Hall et al. [71], primero evaluamos la expresiéon de MSH6 y PMS2

y, en caso de pérdida de expresion nuclear, se estudiaron MSH2 y MLH1
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respectivamente, para diferenciar la pérdida aislada de la concomitante (Figuras

21y 22 respectivamente).

TINCION NUCLEAR

POSITIVA

MSH2 y MSH6
PRESENTES
(Fenotipo MSS)

TINCION NUCLEAR
NEGATIVA

(Fenotipo MSI)

VALORAR MSH2

Figura 21. Algoritmo diagnéstico utilizado en
inmunohistoquimico del heterodimero MSH2-MSHG6.

PMS2

Figura 22. Algoritmo diagndstico utilizado en
inmunohistoquimico del heterodimero MLH1-PMS2.
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del estudio

Las variables inmunohistoquimicas evaluadas fueron la expresion de

proteina nuclear intacta (fenotipo MSS) y la pérdida de expresion nuclear de

cualquier proteina (fenotipo MSI) [100,101].

- Fenotipo MSS: Expresion proteica intacta. Las células tumorales

expresan tincidén nuclear inequivoca de cualquier intensidad.

- Fenotipo MSI: Pérdida de expresion proteica. Las células tumorales

expresan ausencia de tincion o tincidon grisacea de los nucleos.
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se describieron mostrando media + desviacion tipica para las
variables continuas y frecuencia (porcentaje) para las variables categéricas.

Para la comparacion de variables continuas en dos grupos se utilizo el t
Student y las tablas de contingencia (test de chi-cuadrado y test exacto de Fisher
para tablas de 2x2) para la comparacion de variables categéricas. Se utilizé un
modelo de regresion logistica para la prediccion de MSI (siendo p(MSI) =
probabilidad de ser MSI) con el método de Wald hacia atras para la seleccién de
variables. Inicialmente se introdujeron las variables edad, estado pre o
postmenopausico, estatus IMC (kg/m?) (pacientes con obesidad frente a
pacientes no obesas), estadificacion patolégica (pT1, pT2, pT3 y pT4),
localizacién macroscépica tumoral y tipo y grado histolégico (no endometrioide,
endometrioide FIGO grado 1, endometrioide FIGO grado 2 y endometrioide FIGO
grado 3). Se ha calculado el area bajo la curva ROC (AUROC). Se obtiene el
mejor punto de corte siguiendo el criterio del indice de Youden (equilibrio de
sensibilidad y especificidad) mostrando la sensibilidad y especificidad,
incluyendo el intervalo de confianza al 95%.

Con las variables seleccionadas se construyé el predictor lineal n,

obteniendo la probabilidad estimada de ser MSI a partir de la férmula:

p(MSD=e"/(1+e")

donde e representa el exponencial.
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El analisis estadistico fue realizado con el programa IBM Statistics SPSS

V25.0 y MedCalc v.20.218, considerandose significativo cuando p valor < 0.05.
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3.7 ASPECTOS ETICOS

El Proyecto fue aprobado por el comité ético de investigacion del Complejo
Hospitalario Universitario de Canarias. El tratamiento de los datos de caracter
personal requeridos en este estudio se rige por la Ley Organica de Proteccién de

Datos de Caracter Personal 15/1999.

=) D
il E Goblerno
Servicio de Canarias

Canario de la Salud

El estudio de investigacion titulado: “Estudio de  factores
morfoinmunohistoquimicos en la implementacion del diagnéstico de cancer de
endometrio con inestabilidad de microsatélites”, version 2.0, de 27 de noviembre
de 2018, con cédigo CHUC_2018_75 (SLCE/2018), del que es Investigador Principal la
Dra. ISABEL GONZALEZ VILLA y Co-Investigador Principal la Dra. IDAIRA JAEL
EXPOSITO AFONSO, ha sido evaluado por el Comité de Etica de la Investigaciéon con
medicamentos del Complejo Hospitalario Universitario de Canarias (Provincia de Santa
Cruz de Tenerife) en su sesién del 18/12/2018, y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del Protocolo con los
objetivos del estudio.

Se garantiza la confidencialidad de los datos de caracter personal, y dadas las
caracteristicas del estudio y de forma excepcional no se solicitara el Consentimiento
Informado.

La capacidad del Investigador y los medios disponibles son adecuados para
llevar a cabo el estudio y no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

Por todo ello, el Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos del
Complejo Hospitalario Universitario de Canarias (Provincia de Santa Cruz de Tenerife)
emite dictamen FAVORABLE para la realizacion de este estudio en el Hospital
Universitario de Canarias.

Secretaria Técnica del CEIm
Complejo Hospitalario Universitario de Canarias

Este documento ha sido firmado electronicamente por:
CONSUELO MARIA RODRIGUEZ JIMENEZ - F E.A. FARMACOLOGIA CLINICA

En la direccion Mips./isede.gobean. la
autenticidad de esta copia, mediante el nimero de documento elocuouco siguiente:

O0kFFQQAYLQQItrDrsY91t7QIG7P70QTuwW

El presente documento ha sido descargado el 21/12/2018 - 09:49:53
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4.1 DATOS CLINICOS

El total de casos a estudio fue de 147 pacientes con una media de edad de
64,3 (11,7) afos, variando entre los 39 y los 91 afos, con un 36,1% de las
pacientes superando los 70 afios (Tabla 11).

El 82,3% (121/ 147) de las pacientes eran postmenopausicas y un 6,1% (9/
147) tenian patologia tumoral previa (6 pacientes diagnosticadas de cancer de
mama, 1 con cancer renal, 1 con cancer de tiroides y 1 con cancer de vejiga).
Durante el tiempo del estudio, fallecieron 10 pacientes a consecuencia de la

patologia endometrial.

Tabla 11. Distribucion de las variables de acuerdo con el fenotipo MMR.

Total MSI MSS

(N = 147) (N = 33) (N = 114) p-valor
Edad al diagnéstico (afios) 64.3+11.7 649+115 64.1+11.8 0.724
Edad al diagndstico 0.838
<70 94 (63.9) 22 (66.7) 72 (63.2)
=270 53 (36.1) 11 (33.3) 42 (36.8)
Estado postmenopausico 121 (82.3) 27 (81.8) 94 (82.5) 0.933
Obesidad 80 (54.5) 12 (36.4) 68 (59.6) 0.018
Patologia tumoral previa 9(6.1) 4(12.1) 5(4.4) 0.115
Exitus 10 (6.8) 1(3.0) 9(7.9) 0.458

Segun el estatus del IMC (kg/m?), 37 pacientes presentaban normopeso, 30
sobrepeso, 32 obesidad I, 23 obesidad Il, 22 obesidad Il y 3 obesidad IV (Tabla
12). Siendo 67 pacientes no obesas y 80 pacientes obesas (54,5%) (Tablas 12y

13).
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Tabla 12. Distribucion del IMC segun fenotipo MMR.

MSI MSS Total
p-valor
(N =33) (N =114) (N = 147)
Clasificacién IMC 0,100
Normopeso 9(27,3) 28 (24,6) 37 (25,2)
Sobrepeso 12 (36,4) 18 (15,8) 30 (20,4)
Obesidad | 6 (18,2) 26 (22,8) 32 (21,8)
Obesidad Il 2(6,1) 21 (18,4) 23 (15,6)
Obesidad Il 4(12,1) 18 (15,8) 22 (15,0)
Obesidad IV - 3(2,6) 3(2,0)

Tabla 13. Caracteristicas demograficas de las muestras analizadas en funcién
de la obesidad.

Obesidad No obesidad Total

(N = 80) (N = 67) pvalor (= 147)

Edad (afios) 63,6+ 12,3 65,1+ 11,0 0,457 64,3+11,7
Edad 0,957

<70 51 (63,7) 43 (64,2) 94 (63,9)

270 29 (36,3) 24 (35,8) 53 (36,1)
Estado postmenopausico 64 (80,0) 57 (851) 0,517 121 (82,3)
Exitus 6 (7,5) 4 (6,0) 0,755 10 (6,8)
Patologia previa 4 (5,0) 5(7,5) 0,732 9(6,1)

No se detectaron diferencias clinicas en las pacientes dependiendo de la
obesidad. Tampoco se detectaron diferencias en la localizacibn macroscopica
del tumor (p = 0,993), ni en el subtipo histolégico ni en el grado de la FIGO de los
endometrioides (p = 0,719) asi como tampoco en el estadio (p = 0,249). Dentro
del subgrupo de pacientes con obesidad, un 15% fueron fenotipo MSI frente al
31,3% de las no obesas (p = 0,018). Aunque estadisticamente no significativo (p
= 0,201), un 22,5% de las pacientes obesas presentaron invasion linfovascular
frente a un 13,4% de las no obesas. El 33,9% de las pacientes con obesidad no
presentaron patologias asociadas frente al 14,9% de las no obesas, siendo en
este ultimo grupo las otras patologias (polipos, leiomiomas) las que aparecen con
mas frecuencia, un 44,8%, frente al 32,4% de las pacientes obesas (p = 0,063).
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4.2 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

Segun el tipo histolégico, 124 casos (84,4%) fueron carcinoma de tipo
endometrioide (Figura 23), de ellos 95 grado 1 (Figura 25), 18 grado 2 (Figura
26A) y 11 grado 3 (Figura 26B) de la FIGO. Las 23 pacientes con carcinoma no
endometrioide (Figura 24) se dividieron en 13 carcinomas serosos (Figura 27,
30), 5 carcinosarcomas (Figura 29), 2 carcinomas mixtos (uno seroso, células
claras y endometrioide; y el otro seroso y células claras) (Figura 32), un
carcinoma mucinoso (Figura 28), un carcinoma adenoescamoso (Figura 29) y un
carcinoma de células claras (Figura 31). El estadio pT1 fue el mas frecuente con
126 (85,7%) pacientes (94 casos pT1ay 32 casos pT1b), 13 pT2,5pT3a, 2 pT3b
y una pT4. La asociacion con patologia endometrial no tumoral fue variable, con
presencia de hiperplasia en 32 casos (21.8%). La lesion tumoral macroscépica
se localizaba en cavidad endometrial en 136 (92,5%) pacientes y un 18,4%

presentaban invasion linfovascular (Figura 33) (Tablas 14 y 15).
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Figura 23. Grafico
endometrioides.

Figura 24. Grafico
endometrioides.
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Tabla 14. Distribucion de las variables anatomopatoldégicas de acuerdo con el

fenotipo MMR.

Obesidad No obesidad I Total
(N = 80) (N = 67) pvalor (N =147)
Localizacion 0,993
Cavidad uterina 74 (92,5) 62 (92,5) 136 (92,5)
Segmento uterino inferior 6 (7,5) 5(7,5) 11 (7,5)
Invasion linfovascular 18 (22,5) 9(13,4) 0,201 27 (18,4)
MMR 0,018
Fenotipo MSI 12 (15,0) 21(31,3) 33 (22,4)
Fenotipo MSS 68 (85,0) 46 (68,7) 114 (77,6)
Tipo y grado endometrioide 0,719
No endometrioide 13 (16,3) 10 (14,9) 23 (15,6)
Endometrioide 67 (83,8) 57 (85,1) 124 (84,4)
Grado 1 54 (67,5) 41 (61,2) 95 (64,6)
Grado 2 8(10,0) 10 (14,9) 18 (12,3)
Grado 3 5(6,3) 6 (9,0) 11(7,5)
Estadio 0,249
pT1 67 (83,8) 59 (88,1) 126 (85,7)
pT2 8(10,0) 5(7,5) 13(8,8)
pT3 4 (5,0) 3(4,5) 7 (4,8)
pT4 1(1,3) - 1(0,7)
Estadio 0,304
pTia 48 (60,0) 46 (68,7) 94 (63,9)
Resto 32 (40,0) 21 (31,3) 53 (36,1)
Patologias asociadas 0,063
Ausente 27 (33,8) 10 (14,9) 37 (25,1)
Atrofia 12 (15,0) 10 (14,9) 22 (15,0)
Hiperplasia 15 (18,8) 17 (25,4) 32 (21,8)
Otros (pdlipos, leiomiomas, ...) 26 (32,4) 30 (44,8) 56 (38,1)

Tabla 15. Caracteristicas patoldogicas de las muestras analizadas en funcidn

de la obesidad.

Total

MSI

MSS

(N=147)  (N=33)  (N=114) p-vaior
Subtipo histolégico 0.023
No Endometrioide 23 (15.6) 3(9.1) 20 (17.5)
Endometrioide 124 (84.3) 30 (90.9) 94 (82.5)
Grado 1 95 (64.6) 18 (54.5) 77 (67.6)
Grado 2 18 (12.2) 6 (18.2) 12 (10.5)
Grado 3 11(7.4) 6 (18.2) 5(4.4)
Estadio 0.249
pT1 126 (85.7) 29 (87.9) 97 (85.1)
pT2 13 (8.8) 2(6.1) 11 (9.6)
pT3 7(4.7) 1(3.0) 6 (5.3)
pT4 1(0.6) 1(3.0) -
Estadio 0.538
pTia 94 (63.9) 23 (69.7) 71 (62.3)
Resto 53 (36.0) 10 (30.3) 43 (37.7)
Localizacién macroscépica 0.711
Cavidad uterina 136 (92.5) 30 (90.9) 106 (93.0)
Segmento uterino inferior 11(7.4) 3(9.1) 8(7.0)
Invasion linfovascular 27 (18.4) 8(24.2) 19 (16.7) 0.318
Asociacion con patologia no tumoral 0.345
Ausente 37 (25.1) 6 (18.2) 31(27.2)
Atrofia 22 (14.9) 4(12.1) 18 (15.8)
Hiperplasia 32 (21.8) 6 (18.2) 26 (22.8)
Otras (pdlipos, leiomiomas, ...) 56 (38.0) 17 (51.5) 39 (34.2)
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Figura 25. Carcinoma endometrioide de endometrio FIGO 1. A: Corte de
pared miometrial con invasién tumoral que afecta a mas del 50% de su espesor
(pT1b). Hematoxilina eosina 2x. B: Adenocarcinoma con glandulas bien
diferenciadas tapizadas por epitelio pseudoestratificado. Se conservan los bordes
luminales tipicos del endometrio proliferativo. Células altas de nucleos alargados.
Hematoxilina eosina 20x.
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Figura 26. Carcinoma endometrioide de endometrio. A: FIGO 2. Lesién
endometrial con formacién de glandulas de arquitectura compleja con fendmenos de
back to back y presencia de areas solidas en mas del 10% del tumor. Hematoxilina
eosina 10x. B: FIGO 3. Neoplasia con patrén sélido (componente s6lido en mas de
un 50% del tumor) con nucleos pleomérficos y evidentes figuras de
mitosis.Hematoxilina eosina 20x.
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Figura 27. Carcinoma seroso de endometrio. A: Endometrio atréfico afectado
por una neoplasia epitelial maligna de alto grado. Hematoxilina eosina 4x. B:
Neoplasia epitelial con patron de crecimiento papilar con bordes Iluminales
festoneados. Atipia citolégica marcada con frecuentes figuras de mitosis.
Hematoxilina eosina 40x.

Figura 28. Carcinoma mucinoso de endometrio (diagndstico previo a la
publicacién de la 52 edicién de la clasificacion de la OMS). Adenocarcinoma de
arquitectura compleja tapizado por epitelio pseudoestratificado en el que se
identifica moco intra y extracitoplasmatico. Hematoxilina eosina 5x.
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Figura 29. Carcinosarcoma. A: Lesién endometrial mixta de alto grado
constituida por glandulas atipicas rodeadas de componente celular de aspecto
sarcomatoide con diagndstico patolégico de carcinosarcoma. Hematoxilina eosina
5x. B: A mayor aumento se muestra franca atipia citolégica del componente
sarcomatoide sobre fondo mixoide y numerosas figuras de mitosis. Hematoxilina
eosina 20x.

Figura 30. Carcinoma adenoescamoso (diagndstico previo a la publicacién de
la 52 edicién de la clasificacion de la OMS). Carcinoma endometrial sélido con
diferenciacion escamosa y componente glandular pobremente diferenciado.
Hematoxilina eosina 20x.

101



Resultados

Figura 31. Carcinoma de células claras. A y B: Lesién epitelial maligna de
alto grado constituida por células de citoplasma claro y nucleos pleomérficos con
nucléolo prominente y actividad mitética incrementada. Hematoxilina eosina 40x.

Figura 32. Carcinoma mixto de endometrio. Carcinoma endometrial
constituido por componente de carcinoma seroso y carcinoma endometrioide de bajo
grado. Hematoxilina eosina 10x.

102



Resultados

Figura 33. Invasiéon linfovascular. Pared miometrial en la que se identifica
vaso linfatico con émbolo tumoral constituido por células con moderada atipia y
figuras de mitosis acompafiado por fibrina y elementos inflamatorios. Hematoxilina
eosina 20x.
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4.3 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Un total de 114 tumores presentaron expresiéon nuclear proteica intacta, MSS
(Figura 34) y 33 pérdida proteica, MSI (22,4%), de los que 8 por pérdida de
expresion de MSH2 y MSH6 (Figura 35) y 25 fueron por pérdida de expresion de

MLH1 y PMS2 (Figura 36). No se identificaron casos con pérdida aislada de

expresion de PMS2 o MSH6. MMR
Frecuencia Porcentaje
Tabla 16. Frecuencia de fenotipo Valido MSS 114 77,6
MMR. MSI 33 22,4
Total 147 100,0

10x. B: Marcador inmunohistoquimico MSH6. Positividad nuclear. C: Marcador
inmunohistoquimico PMS2. Positividad nuclear.
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A: Carcinoma endometrioide FIGO 3. Hematoxilina

C.

Positividad nuclear.
MSHG6. Negatividad nuclear. La flecha.negra indica el

inmunohistoquimico PMS2.

imico

,

D: Marcador inmunohistoquimico

estroma tumoral.
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Figura 36. Fenotipo MSI. A: Carcinoma endometrioide FIGO 1. Hematoxilina
eosina 10x. B: Marcador inmunohistoquimico MSH6. Positividad nuclear. C:
Marcador inmunohistoquimico PMS2. Negatividad nuclear. La flecha negra indica el
control interno positivo en el estroma tumoral. D: Marcador inmunohistoquimico
MLH1. Negatividad nuclear.
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4.4 ANALISIS ESTADISTICO

En funcidbn de la obesidad no se detectaron diferencias en las
caracteristicas demograficas ni en los aspectos anatomopatoldgicos de las
pacientes. De las pacientes con obesidad, un 36% fueron MSI frente al 64% de
las no obesas (p = 0,018) (Figura 37). En las tablas 12 y 14 se recogen los datos
segun la distribucién de las pacientes en MSI o MSS. Aparte de la obesidad,
presenta diferencias estadisticamente significativas el tipo histologico (p = 0,023)
(Figura 38 y 39), dividiéndose en subtipo no endometrioide y endometrioide grado

1,2y 3 delaFIGO.

100% . 90% ;
oo Estadio 88% = Estadio | MMR = Fenotipo MSI
84% = Estadi 80% = Fenotipo MSS
80% stadio Il 0%
70% = Estadio lll
60% Estadio IV 60%
50%
50%
20% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%
Obesidad No obesidad Obesidad No obesidad
70% 80%
o Edad - : ;8 :22: o ca% Grado FIGO = No endometrioide
61% = Endometrioide G1
so% 60% = Endometrioide G2
50% Endometrioide G3
40%
40%
30%
30%
20% 20% 16% 15% 15%
10% 10%
0% 0%

Obesidad No obesidad

Obesidad

No obesidad

Figura 37. A: Figura de Estadio/ obesidad. B: Estatus MMR/ obesidad. C:
Edad/ obesidad.D: Subtipo histolégico/ obesidad.
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70% MMR " Obesidad

m No Obesidad
60%

50%
40%
30%
20%

10%

0%
Fenotipo MSI Fenotipo MSS

Figura 38. Fenotipo MMR frente a obesidad.

80% Grado FIGO

70% 68% = No endometrioide
= Endometrioide G1

60% 55% = Endometrioide G2

Endometrioide G3

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Fenotipo MSI Fenotipo MSS

Figura 39. Fenotipo MMR frente a subtipo histolédgico y grado FIGO.

Las variables incluidas dentro del modelo de regresion logistica fueron la
obesidad (p = 0.018) y el tipo histologico (endometrioide — no endometrioide) y
grado de FIGO en los carcinomas endometrioides (p = 0.023). El modelo de
regresion logistica (Tabla 17), nos indica que las pacientes con cancer de
endometrio no obesas tienen 2,487 (IC95 % 1,087; 5,690; p = 0,031) veces mas
probabilidad de ser MSI que las pacientes con obesidad y que el tipo

endometrioide grado 3 tiene un 7,866 (IC95% 1,395; 44,370; p = 0,019) veces
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mas probabilidad de ser MSI que las que tienen tipo histolégico no endometrioide.
En general, tanto el grado 1 como el 2 presenta Odds ratio de 1,583 y 3,109 a
favor de MSI frente al grupo no endometrioide, aunque no llegan a ser
significativos.

Tabla 17. Modelo de regresién logistica.

Coeficiente s.e. p-valor Od(dgr\tz)atlo ICqs, para OR
No obesas (Ref. Obesas) 0.911 422 0.031 2.487 (1.087; 5.690)
Grado endometrioide (Ref. No
o 0.048

endometrioide)

Grado 1 459 .681 0.500 1.583 (0.417; 6.008)

Grado 2 1.134 .808 0.161 3.109 (0.637; 15.160)

Grado 3 2.063 .883 0.019 7.866 (1.395; 44.370)
Constante -2.369 .699 .0000 .080

La curva ROC se representa en la figura 40. El area bajo la curva ROC es
de 0,683 (IC95% 0,576; 0,790; p = 0,001). Para una tasa de falsos positivos del

20% tiene una sensibilidad del 46,1%.

100~
80—

60—

Sensibildiad

20

AUC = 0,683

3 P =0,001
O v T

0 20 40 60 80 100
100-Especificidad
Figura 40. Curva ROC.
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El punto marcado en rojo en la figura 40, representa el punto éptimo segun

el indice de Youden. El valor de este indice es de 0,2253, esto implica que si

p(MSI) obtenida segin el modelo 1, es >0,2253 deberia ser indicado Test

positivo (MSI), con una sensibilidad del 63,6% (ICgs 48,2; 82,0) y una

especificidad del 64,0% (ICose, 54,5; 72,8). La tasa de falsos positivos es del

33,9% (ICes% 26,4; 42,2) y la tasa de falsos negativos es del 85,9% (ICos% 79,1;

90,7). Este Ultimo valor estaria indicando que si p(MSI) es < 0,2253 (test

negativo) entonces la paciente tiene una probabilidad del 85,9% de no presentar

MSI. Para otros puntos de corte se presentan los valores de sensibilidad,

especificidad, tasas de falsos positivos y tasas de falsos negativos en la tabla 18.

Tabla 18. Puntos de corte para la probabilidad estimada de fenotipo MSI.
Valor del Indice de Youden.

Punto de Sensibilidad Especificidad Tasa F positivos Tasa F negativos
corte (ICo5%) (ICo5%) (1Co5%) (ICo5%)
>0,0856 100 (89,4-100) 0 (0-3,2) 22,4
>0,0856 96,97 (84,2-99,9) 10,53 (5,6-17,7) 23,9 (22,3-25,5) 92,3 (61,8-98,9)
>0,1290 72,73 (54,5-86,7) 50,88 (41,3-60,4) 30,0 (24,5-36,2) 86,6 (78,2-92,0)
>0,1888 66,67 (48,2-82,0) 57,89 (48,3-67,1) 31,4 (24,9-38,8) 85,7 (78,3-90,9)
>0,2253 63,64 (45,1-79,6) 64,04 (54,5-72,8) 33,9 (26,4-42,2) 85,9 (79,1-90,7)
>0,2691 33,33 (18,0-51,8) 91,23 (84,5-95,7) 52,4 (33,9-70,2) 82,5 (78,7-85,8)
>0,4197 18,18 (7,0-35,5) 95,61 (90,1-98,6) 54,5 (28,1-78,7) 80,1 (77,4-82,7
>0,4240 12,12 (3,4-28,2) 98,25 (93,8-99,8) 66,7 (27,7-91,3) 79,4 (77,2-81,5)
>0,6467 0 (0-10,6) 100 (96,8-100) 77,6
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A partir de la tabla 17 se obtienen la expresion del predictor lineal, n (1),

siguiente:

n =-2,369+ 0,911 * (si No obesa) + 0,459 *

(si Endometrioide Grado 3)

(1)

(si Endometrioide Grado 1) + 1,134 * (si Endometrioide Grado 2) + 2,063

Por ejemplo, si tenemos una mujer no obesa y carcinoma endometroide

grado 3:

n=-2,369+ 0911+ 2,063 = 0,604

Con lo que p(MSI) = 0,647, es decir, tendria un 64,7% de probabilidad de

ser MSI. Si fuera una paciente con obesidad con ese mismo grado esta

probabilidad seria del 42,4%, de acuerdo con la formula 1. El resto de los

supuestos seguiria tal lo expuesto en la tabla 19.

Tabla 19. Resultados de los diferentes supuestos dado el algoritmo predictor.

Grado N Obesidad Probabilidad estimada
Endometrioide de ser MSI (%)

No endometrioide g,o 18?;59

FIGO 1 gl" fg:g

FIGO 2 g‘l" gg:g

o
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Discusion

En este estudio prospectivo observacional de casos, identificamos el fenotipo
MSI (dMMR) en pacientes diagnosticadas de cancer de endometrio mediante
técnicas de inmunohistoquimica. Para evaluar esta condicidn seguimos las
recomendaciones de las guias estandarizadas [37,54,102,103], analizando la
asociacion entre este fenotipo y variables clinicas como la obesidad, asi como

con variables anatomopatolégicas como el subtipo histologico.

5.1 Conceptos dMMR y MSI

Hablamos de fenotipo MSI cuando existe una inactivacion de los genes MMR
en el ADN tumoral, que puede ocurrir debido a mutaciones en linea germinal,
mutaciones somaticas o a silenciamiento epigenético del promotor de MLH1
[90,91]. Esta condicion de hipermutabilidad genética se denomina MSI, y es el
resultado del funcionamiento defectuoso del sistema de reparacion del ADN
(dMMR). Los conceptos de inestabilidad de microsatélites (MSI) y de defectos en
el sistema de reparacién del ADN (dMMR) son utilizados en la practica clinica de
manera equivalente [91]. En nuestro caso, utilizamos el concepto “fenotipo MSI”
como el equivalente a dMMR y “fenotipo MSS” cuando no hay pérdida proteica

de MMR.

5.2 Estudio inmunohistoquimico frente a estudio molecular
La deteccién de casos con dMMR se puede realizar mediante estudio
inmunohistoquimico con marcadores para las proteinas MMR o mediante

pruebas moleculares de inestabilidad de microsatélites (MSI). Los dos métodos
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tienen una sensibilidad comparable, mostrando una concordancia de
aproximadamente el 96%, haciendo del estudio inmunohistoquimico un
excelente marcador subrogado [37,54]. A dia de hoy, la NCCN (National
Comprehensive Cancer Network -Red Nacional Integral del Cancer-) recomienda
el screening para el estatus de MMR tanto por inmunohistoquimica como por
pruebas moleculares [36]. Sin embargo, las recomendaciones del consenso de
la ESMO (en el contexto del tratamiento con inmunoterapia) son el uso de la
inmunohistoquimica para las proteinas MMR como primera linea y realizar
pruebas moleculares posteriormente si existiesen dudas [40]. Para nuestro
estudio seguimos el protocolo de deteccion de alteraciones en MMR seguido en
nuestro centro para el diagndstico clinico del cancer de endometrio, el estudio
inmunohistoquimico de las proteinas MMR. Teniendo en cuenta que, en la
practica clinica, el estudio inmunohistoquimico esta mas facilmente disponible,
presenta un tiempo de respuesta mas bajo, se puede realizar una visualizacion

directa y existe una correlacion con la morfologia, entre otras ventajas.

5.3 Evaluacion inmunohistoquimica

En nuestro trabajo, para la evaluacion inmunohistoquimica, hemos tenido en
cuenta la presencia o ausencia de tincién nuclear [100,101,104], aceptando que
cualquier reaccion positiva de las células tumorales se considera expresion

proteica intacta (fenotipo MSS) y que la pérdida de expresion del anticuerpo, con
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control interno positivo, se considera fenotipo MSI. Esta afirmacién (presencia de
tincion nuclear = fenotipo MSS) es la recomendada en la actualidad en la practica
clinica [37], pero observaciones mas recientes han indicado que la pérdida clonal
(parcial) de tincién puede ser el reflejo de anormalidades genéticas que, a la
espera de guias estandarizadas, deberian ser informadas en el diagndstico
anatomopatoldgico de rutina [70]. En nuestro estudio no se reportaron este tipo
de pérdidas de tincién, clonales o parcheadas, siguiendo la afirmacion
tradicional. Existen, a su vez, otras formas de evaluar esta expresion
inmunohistoquimica, como la realizada por Barrow et al. [105] y Doghri et al [93],
utilizando un estudio semicuantitativo, por un lado valoraron la intensidad de la
inmunorreactividad y por otro el porcentaje de células tumorales positivas,
estableciendo asi un score. Proponen una graduacion de la intensidad de la
tincion nuclear (negativo, débil, moderada y fuerte), afirmando que la presencia
de mutaciones en los genes MMR no siempre resultan en una pérdida proteica
completa [93]. En nuestro estudio se siguieron las recomendaciones propuestas
por las diferentes instituciones (ESMO, NCCN, CAP) [37,81,93,106] para el
estudio de las proteinas MMR en los tumores sdlidos: la presencia de tincion

inmunohistoquimica nuclear se relaciona con fenotipo MSS.
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5.4 Algoritmo de estudio inmunohistoquimico de dos
proteinas MMR

Es bien conocido que las proteinas MMR se organizan funcionalmente en
heterodimeros, MSH2 junto a MSH6 y MLH1 junto a PMS2. Las proteinas
dominantes de estos dimeros son MSH2 y MLH1, constituyentes obligatorios de
sus pares respectivos, mientras que MSH6 y PMS2 son proteinas inestables
cuando no estan emparejadas en el dimero. Por ello, una alteracién en sus socios
dominantes da como resultado la pérdida del heterodimero asociado. Por otro
lado, MLH1 y MSH2 pueden unirse a otros socios proteicos (MLH1-PMS1 o
MSH2-MSH3) por lo que la pérdida de expresion de MSH6 o PMS2 se puede
encontrar aislada. Atendiendo a la estructura funcional del heterodimero, es
posible realizar un panel inmunohistoquimico de los marcadores PMS2 y MSH6
como deteccion primaria de la deficiencia de MMR [43,71]. La negatividad
inmunohistoquimica para el anticuerpo MSH6 detecta todos los casos que
albergan anomalias en MSH2 y MSHG6 y la negatividad para el anticuerpo PMS2,
las anomalias en MLH1 y PMS2 [71]. El estudio inmunohistoquimico para MSH2
y MLH1 por si solo, no reconoce casos con anomalias de PMS2 o MSH6 [90].
Siguiendo esta premisa, en nuestro proyecto utilizamos el algoritmo del estudio
proteico de MMR en dos tiempos.

Sin embargo, existen autores que desaconsejan la realizacidn de un

diagndstico inmunohistoquimico en dos tiempos (primero con los anticuerpos
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MSH6 y PMS2 vy, si existe negatividad, MSH2 y MLH1 respectivamente) para el
diagnodstico de déficit de MMR [107], aunque su uso disminuye el coste sin
disminuir la precision diagndstica [90].

En un metaanalisis publicado en agosto de 2022 [108], donde se realiz6 un
revision sistematizada de la efectividad del algoritmo en dos tiempos, se probd
que mejora sustancialmente el tiempo de diagndstico en casos de fenotipo MSS.
Segun este articulo, con el uso de dos anticuerpos en un primer tiempo, al menos
el 98,9% de los casos de dMMR seran detectados [108]. Sugiriendo que es
fundamental para llegar al 100% la interpretacidn por patologos especialistas y
la realizacién del estudio inmunohistoquimico de los cuatro anticuerpos cuando
exista cualquier duda sobre la interpretacion de diferentes patrones de tincién
observados con el algoritmo de prueba de dos anticuerpos.

En nuestra opinidn, el sistema de evaluacion que hemos utilizado es
suficiente para la determinacion del fenotipo MSI, como ya se ha utilizado

[71,78,104,108].

5.5 Fenotipo MSI

En el presente estudio, el 22,4% (33/147) de los pacientes tenian fenotipos
MSI, muy similar a otras series [77,93,94,100]. El porcentaje de pérdida del
complejo MLH1-PMS2 fue del 17% (25/147) mientras que el del complejo MSH2-

MSHG6 fue del 5,4% (8/147), no identificAndose pérdida aislada de expresion de
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PMS2 o MSHG6. Este alto porcentaje de pérdida de MLH1 en el cancer de
endometrio puede atribuirse en gran medida a la hipermetilacién del promotor del
gen MLH1 y no a las mutaciones del gen MMR [78]. Si comparamos nuestros
datos con los de otras series con un porcentaje similar de fenotipo MSI, podemos
decir que la pérdida del complejo MLH1-PMS2 se encuentra en una proporcion
muy similar (15,7% en la serie de Joehlin Price et al. [78] y un 15,5% en el de
Doghri et al. [93]) mientras que la proporcion de pérdida de MSH2-MSHG6 es algo
mayor (1,9% en la serie de Joehlin Price et al. [78] y 2,22% en la de Doghri et al.
[93]). Creemos que estas diferencias pueden deberse a que en nuestra serie no
identificamos pérdida aislada de PMS2 o MSHG6, mientras que en la serie de

Joehlin Price et al. [78] la pérdida de PMS2 llega al 22%.

5.6 Aspectos morfoldgicos y clinicos

Como eje de nuestro estudio nos propusimos evaluar los aspectos clinicos y
morfoldgicos tradicionalmente relacionados con alteraciones en el sistema MMR
en el cancer de endometrio. Es bien conocido que no existen criterios clinicos o
morfologicos determinantes de fenotipo MSI en el cancer de endometrio
[15,78,84,86,93] (ni en ningun otro de otra localizacion) pero si que existen una

serie de caracteristicas frecuentes en este tipo de tumores.
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5.6.1 Aspectos morfoldégicos

En cuanto a los aspectos anatomopatologicos estudiados, nos hemos
centrado en la localizacion macroscopica del tumor (localizado en el segmento
uterino inferior frente a los localizados en cavidad uterina), el tipo histolégico
(dividiendo los tumores en endometrioides y no endometrioides), el grado
histolégico segun la FIGO [35], la estadificacion patolégica (pTNM, AJCC) [53],
la presencia o ausencia de invasion linfovascular y la presencia o ausencia de
patologia no tumoral asociada.
5.6.1.1 Subtipo histolégico

En relacidn con el subtipo histologico, el 84,4% de nuestros casos fueron
carcinomas endometrioides (124/147), el 10,8% fueron serosos (13/147) y el
resto (carcinosarcomas, carcinomas mixtos, mucinosos, adenoescamosos y de
células claras) representaron el 4,8% (10/147), no encontrando carcinomas
indiferenciados o indiferenciados en nuestra serie, cifras que coinciden con las
publicadas por la OMS (2020, 52 Edicidén) [3]. Para el analisis estadistico,
dividimos nuestros casos segun el subtipo histolégico, en endometrioides
(84,4%) y no endometrioides (15,6%). La asociacion entre el déficit de MMR
(fenotipo MSI) y el subtipo histolégico (endometrioide/ no endometrioide) de
cancer de endometrio no esta completamente establecida. Algunos autores
proponen que la condicidon de fenotipo MSI es mas caracteristico del carcinoma

endometrioide [84-86], mientras que otros afirman que esta presente tanto en los
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carcinomas endometrioides como en los subtipos no endometrioides en la misma
proporcion [78,87-89]. En nuestra serie, el 90,9% (30/33) de las pacientes con
fenotipo MSI eran subtipo endometrioide (p = 0,023) (Tabla 14), lo que evidencia
la asociacién entre el estado de MSI y el subtipo endometrioide descrita en otras
series [84-86].
5.6.1.2  Grado FIGO

Sin embargo, cuando evaluamos las diferencias en la clasificacion del grado
FIGO en los carcinomas endometrioides, encontramos diferencias entre aquellos
con el fenotipo MSI versus el fenotipo MSS. Siguiendo la linea de otros articulos
que sugieren una asociacion entre un grado de FIGO mas alto y la asociacion
con fenotipo MSI [73], en nuestro estudio encontramos un predominio de FIGO
grado 3 en los carcinomas endometrioides con fenotipo MSI en comparacién con
aquellos con fenotipo MSS (Tabla 14). Siguiendo el modelo de regresion
realizado, los carcinomas endometrioides grado 3 de la FIGO tienen 7,866 veces
(p = 0,019) mas probabilidad de ser MSI que aquellos no endometrioides. Los
casos de carcinomas endometrioides grado 1y 2, presentan Odds Ratio a favor
de MSI frente al grupo no endometrioide (1,583 y 3,109, respectivamente),
aunque no llegan a ser estadisticamente significativos.
5.6.1.3 Otras caracteristicas anatomopatolégicas

Ademas del subtipo histologico, se han considerado otras caracteristicas

anatomopatoldgicas asociadas con el estado de MSI. En este sentido, con base
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en estudios sobre el estado de MSI del cancer de colon, Bartosch et al. [15]
establecieron varias variables para identificar los aspectos anatomopatolégicos
del cancer de endometrio MSI: respuesta inmune intensa que se manifiesta como
infiltracion peritumoral y linfocitos infiltrantes en el tumor, diferenciacion
mucinosa, heterogeneidad morfoldgica y localizacion en el segmento uterino
inferior [83], ademas de estar asociada con mayor grado, presencia de invasion
linfovascular y mayor estadio.

En cuanto a la presencia de estas otras patologias en el estudio histoldgico,
Shia et al. [102] encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
presencia de hiperplasia endometrial en casos de MSI en comparacion con MSS.
En nuestro caso, evaluamos la presencia de hiperplasia, atrofia y otras patologias
endometriales no neoplasicas (polipos, leiomiomas, endometriosis) en ambos
grupos sin encontrar significacion estadistica.

En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la localizacion en el segmento uterino inferior, la
presencia de invasion linfovascular o una estadificacion patolégica mas alta

(P TNM, AJCC).

5.6.2 Aspectos clinicos
Atendiendo a aspectos clinicos relacionados con alteraciones en el sistema

MMR en cancer de endometrio, valoramos la posible asociacién con la edad al
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momento del diagndstico, el estado pre o postmenopausico, el IMC, la existencia
de patologia tumoral previa y el exitus durante el plazo del estudio como
consecuencia de esta patologia.
5.6.2.1 Obesidad

La obesidad es uno de los factores de riesgo mas conocidos para el cancer
de endometrio [94]. Para su medicion, la variable mas accesible y ampliamente
utilizada ha sido el IMC [76,77,94]. El porcentaje de mujeres con obesidad en
Esparia (IMC 2 30 kg/m?) es del 16,6% de la poblacion, pero en la comunidad
auténoma de Canarias es del 18,8% [109]. Para nuestro analisis, dividimos a los
pacientes segun el estado del IMC en dos grupos (pacientes con IMC menor de
30 kg/m? y pacientes con IMC mayor o igual a 30 kg/m?), siendo el 45,5%
pacientes no obesas y el 54,5% pacientes obesas, un porcentaje muy superior al
de la poblacidn general. Inicialmente el IMC fue introducido en tres categorias
(normopeso, sobrepeso y obesidad) no encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre las pacientes con normopeso de aquellas
con sobrepeso. En nuestro estudio contamos con 37 pacientes con normopeso,
30 pacientes con sobrepeso y 80 pacientes con obesidad. Dada la particularidad
clinica de estas pacientes y a que, hoy en dia, mas en la poblacion canaria [109],
un altisimo porcentaje de la poblacion tiene sobrepeso, consideramos ambas
categorias unidas (normopeso y sobrepeso), siendo asi mas util y facil para

utilizar dentro del modelo propuesto.
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En el presente estudio (Tabla 11, 12 y 15), casi el 60% de las pacientes con
fenotipo MSS eran obesas (IMC = 30 kg/m?) (p = 0,018). Si comparamos los
resultados con la literatura consultada, observamos que son similares a los
estudios de McCourt et al. [76], Cohn et al. [77], y Joehlin-Price et al. [78],
coincidiendo en que cuanto mayor sea el IMC, mayor sera el riesgo de cancer de
endometrio con fenotipo MSS. Mientras que en la serie de Amankwa et al. [94],
encontraron que las pacientes con IMC = 30 kg/m?tenian el doble de riesgo de
ser fenotipo MSI que fenotipo MSS. Estos estudios indicaron que, aunque la
obesidad era un factor de riesgo para las pacientes con fenotipo MSI, tenian un
IMC mas bajo comparado con aquellas con un sistema MMR competente.
5.6.2.2 Otros factores clinicos

En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la edad al diagndstico y el fenotipo MSI, pese a que
existe bibliografia que asocia el dMMR a pacientes mas jovenes [78]. La
explicacion que le podemos dar a nuestros resultados puede ser que, a pesar de
gue encontramos en nuestra serie pacientes con edad comprendida entre los 39
y los 91 afios, la gran mayoria (63,9%) eran menores de 70 afios, por lo que no
existe una representacion homogénea de la edad en nuestra muestra. Aunque
en nuestro estudio no realizamos estudios terapéuticos ni pronosticos, utilizamos
una division de las pacientes en menores y mayores de 70 afos teniendo en

cuenta las consideraciones de diversos articulos [96,97] que determinan que a
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partir de los 70 anos las pacientes con cancer de endometrio tienen peores datos
de supervivencia y un prondstico mas desfavorable. Nos parecid, por tanto, que
la division en esta edad podria ser de ayuda para posible futuros estudios de
supervivencia y pronostico. Tampoco encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre el fenotipo MSI y el estado pre o postmenopausico o la

existencia de patologia tumoral previa.

5.7 Seguimiento

En las pacientes con sindrome de Lynch, existe un riesgo significativo de
desarrollar un segundo cancer metacrénico [17,82]. Nuestro tipo de estudio fue
prospectivo, donde recogimos casos desde enero de 2017 hasta mayo de 2020
por lo que el seguimiento no es valorable en el momento actual debido al escaso
tiempo transcurrido. El 12% de nuestras pacientes que presentaban patologia
tumoral previa fueron fenotipo MSI, sin embargo, cabe tener presente que
alrededor del 60% de las pacientes con fenotipo MSI presentan esta patologia
ginecologica como el cancer centinela [15,93] por lo que el diagnodstico de esta
condicidn en mujeres permitira una implementacion costoefectiva del screening

y los programas de prevencion.

5.8 Aspectos estadisticos
Para valorar la asociacion entre los aspectos clinicos y morfoldgicos

relacionados con alteraciones de MMR en el cancer de endometrio, realizamos
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un estudio multivariante. Como se refleja en nuestros resultados, las variables
que permanecieron dentro del modelo de regresion logistica fueron la obesidad
(p=0.018), el subtipo histolégico (endometrioide — no endometrioide) junto con el
grado de clasificacion FIGO (p=0.023) y el fenotipo MSI. Con este modelo (Tabla
17), observamos que las pacientes diagnosticadas de cancer de endometrio con
IMC < 30 kg/m? tienen 2,4 veces mas probabilidades de tener fenotipo MSI que
aquellas con IMC = 30 kg/m?, mientras que aquellas con diagndstico de cancer
de endometrio endometrioide FIGO grado 3 carcinoma tienen 7,8 veces mas
probabilidades de ser fenotipo MSI que aquellas con un diagnéstico de carcinoma
no endometrioide.

Con las variables seleccionadas construimos un predictor, obteniendo la
probabilidad estimada de ser fenotipo MSI a partir de una féormula. Este estudio
se demuestra que, aplicando la ecuacién predictiva, tal y como reflejan nuestros
resultados, podemos obtener una probabilidad estimada de que una paciente,
dado su subtipo histolégico (endometrioide o no endometrioide) y el grado FIGO
(1, 2 0 3), asi como su IMC (< 30 6 = 30 kg/m?), de ser fenotipo MSI. A pesar de
que no existan en la bibliografia algoritmos predictores de fenotipo MSI dado
algun aspecto clinico o anatomopatologico, nuestros resultados van en sintonia
con otros articulos que estudian fenotipo MSI frente a obesidad en el cancer de

endometrio [76-78].
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Para la practica clinica, ambas variables, la obesidad como variable clinica y
el subtipo histoloégico a través de biopsia previa, nos permiten determinar la
probabilidad de que la paciente sea fenotipo MSI, datos que posteriormente
serian confirmados en la pieza de histerectomia con estudio de proteinas MMR,
tal y como recomienda la NCCN [104], salvo en casos muy especificos. Esta
informacion puede ser de gran utilidad a la hora de planificar un estudio genético

del promotor MLH1 y el posterior asesoramiento genético.

5.9 Limitaciones
Es necesario la recopilacion de nuevos casos y la seleccion de nuevos
factores que pudiesen estar afectando la aparicion de un fenotipo MSI, con la

intencion de mejorar el rendimiento (area bajo la curva) del modelo.

5.10 Propuestas de futuro

La presente tesis doctoral puede ser el inicio de futuras investigaciones, de
hecho, nos planteamos seguir con la recopilacion de casos. Ello permitiria dividir
a las pacientes por subtipos histolégicos de la OMS, asi como por estatus
nutricional.

Otra de nuestras futuras lineas de investigacién puede ser el seguimiento de
estas pacientes en 5, 10 o 15 anos para valorar en qué casos el cancer de

endometrio se presentd como “cancer centinela”, asi como observar la historia
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oncoldgica de familiares de primer grado de ellas y valorar si se encuentran o no
asociados a un fenotipo MSI.

En este sentido, también se podria valorar a largo plazo la respuesta a
tratamiento, la supervivencia y la supervivencia libre de enfermedad de las
pacientes dependiendo de ser fenotipo MSI o fenotipo MSS. Podriamos valorar
qué tipo de tratamiento adyuvante recibieron y las diferentes respuestas.

Por ultimo y mas importante para nuestro estudio, seria utilizar el predictor
que hemos construido en otra serie de pacientes con cancer de endometrio y
poner a prueba su utilidad exportando el algoritmo a otros centros hospitalarios

de nuestra region.
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Conclusiones

1. El fenotipo MSI, determinado por técnicas inmunohistoquimicas, aparece
en 1 de cada 4 mujeres con cancer de endometrio.

2. Determinamos la asociacion en nuestra serie entre el fenotipo MMR y la
obesidad. Las pacientes con cancer de endometrio no obesas tienen 2,487
veces mas probabilidad de ser fenotipo MSI que las que presentan
obesidad.

3. Determinamos la asociacion en nuestra serie entre el fenotipo MMR vy el
subtipo histolégico. Las pacientes con subtipo endometrioide grado 3
tienen 7,866 veces mas de probabilidad de ser fenotipo MSI que de
subtipo no endometrioide.

4. No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la edad
en el momento del diagnostico, el estado postmenopausico, la localizacion
en segmento uterino inferior, un estadio superior y la presencia de invasion
linfovascular con el fenotipo MMR.

5. Proponemos una ecuacion predictiva para obtener una probabilidad
estimada de ser fenotipo MSI dado el subtipo histologico, el grado FIGO y

el IMC de ser MSI a partir de la férmula:

p(MST)=e"/(1+e")

n =-2,369 4+ 0,911 = (si No obesa) + 0,459 * (si Endometrioide Grado 1)
+ 1,134 * (si Endometrioide Grado 2) + 2,063

* (si Endometrioide Grado 3)
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Abstract

Purpose In endometrial cancer, the incidence of mutations in mismatch repair genes (MMR) is estimated at 17-30%. Patients
with alterations at this level (MSI) are known to have different clinical and anatomopathological characteristics than those
without this genetic alteration (MSS). In this study, we aim to identify the MSI phenotype in patients who underwent hys-
terectomy for endometrial cancer. We assessed the correlation of this phenotype with anatomoclinical parameters such as
obesity and histological subtype.

Methods/patients Clinical and anatomopathological data were collected from 147 patients diagnosed with endometrial can-
cer and an immunohistochemical study of MMR system proteins was performed. PMS2 and MSH6 proteins were evaluated
as primary screening and subsequent evaluation of MLH1 and MSHS6, respectively, if the former were negative. Statistical
association between the anatomopathological data and the immunohistochemical result was analyzed.

Results and conclusions 22.4% of our patients were MSI phenotype. We obtained statistically significant differences by
multivariate analysis between endometrioid subtype and higher FIGO classification grade with MSI phenotype and obesity
with MSS phenotype. Given these statistical results, we propose a function for predicting the probability of being MSI phe-
notype taking into account the histological subtype (endometrioid/non-endometrioid carcinoma) and FIGO grade as well
as obesity. This prediction may be useful prior to hysterectomy, for genetic study of the MLH1 promoter and subsequent
genetic counseling.

Keywords Endometrial neoplasms - DNA mismatch repair deficiency - MSI phenotype - Immunohistochemistry - Body
mass index
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Introduction

Endometrial cancer is the seventh most common in inci-
dence worldwide, being the fourth most common in women
in Spain, with 6,874 new diagnoses in 2018, and the fourth
most common in incidence in the autonomous community
of the Canary Islands, with 298 cases [1]. On the island of
Tenerife, 137 new cases were diagnosed that year [2].

In endometrial cancer, the incidence of mutations in
mismatch repair genes (MMR) is estimated at 17-30%
[3-5]. The proteins of the MMR system are arranged in
dimers, MLH1 together with PMS2 and MSH?2 together
with MSH6. The dominant proteins are MLH1 and MSH2,
respectively, while PMS2 and MSHG6 are unstable proteins
when unpaired. Based on the functional structure of the
heterodimer, it is feasible to perform an immunohisto-
chemical panel of PMS2 and MSH6 markers as primary
screening for MMR deficiency [6]. The study of the micro-
satellite instability (MSI) phenotype by these techniques
is validated by standardized guidelines that confirm the
direct association between MMR genetic study and protein
assessment [7-9]. The distinction between patients with
MSI phenotype and those with stable phenotype (MSS)
allows the identification of patients who are candidates
for MMR germline testing and the differentiation of Lynch
syndrome cases from sporadic cases, as they present differ-
ent anatomoclinical, prognostic and therapeutic factors [4].

Despite the scarce literature correlating MSI status and
endometrial cancer, several studies have suggested that any
histological subtype of endometrial cancer can be MSI, with
a distribution similar to that found in the MSS population
[4, 10-14].

One of the best known risk factors associated with
endometrial cancer is obesity [15]. Thus, women with a
higher body mass index (BMI) have been studied to have
an increased risk of endometrial cancer with the MSS
phenotype, but not with the MSI phenotype. Therefore, a
differentiated risk of endometrial cancer associated with
BMI based on the MMR phenotype is suggested [15-17].

To our knowledge, there are no statistical algorithms
that predict the probability of having MSI phenotype in
relation to anatomoclinical factors such as obesity and
histological subtype, which motivates the present work.

Material and methods

We conducted a prospective observational case study
of all patients diagnosed with endometrial cancer after
undergoing total hysterectomy at the Anatomic Pathology
Department of the Complejo Hospitalario Universitario

@ Springer

de Canarias (Tenerife, Spain) from January 2017 to May
2020 (40 months). The geographical reference area of this
center is the northern area and the Isla Baja region of the
island of Tenerife with a population census of 187,998
women as of 1 January 2018 [18].

Inclusion and exclusion criteria

We included in this work patients over 18 years who had
undergone total hysterectomy for endometrial cancer from
January 2017 to May 2020 in our hospital. Inclusion crite-
ria consisted of a previous endometrial biopsy performed
at the hospital center and a clinical history that included
data on body mass index, pre-or postmenopausal status, and
the presence of previous tumor pathology. Tumor location
(uterine cavity or lower uterine segment) in the macroscopic
report was also considered an inclusion criterion. Cases that
did not meet these criteria were excluded.

Clinical data

Clinical data were extracted from the center’s electronic
record. The variables collected were age at diagnosis (divid-
ing patients into those older and younger than 70 years
according to 19, 20), pre- or post-menopausal status, BMI
(kg/m?), existence of previous tumor pathology, and death
during the study as a consequence of such pathology.

BMI (kg/m?) was collected according to nutritional sta-
tus: underweight (if BMI (kg/m2) < 18.5), normal weight
(18.5-24.9), overweight (25-29.9), obese I (30-34.9), obese
IT (35-39.9) and obese III (greater than 40) [21]. Also, for
statistical reasons, patients were divided into non-obese
(BMI (kg/m?) < 30) and obese (BMI (kg/m?) >30) [22].

Pathological aspects

Hysterectomy specimens were fixed in 10% buffered formal-
dehyde for 24—72 h and subsequently, histological sections
were embedded in paraffin. Sections of 3 pm were made
and stained with conventional hematoxylin—eosin. The diag-
nosis was confirmed independently by three subspecialized
pathologists in gynecological pathology and any discrepan-
cies between them were resolved by consensus.

The anatomopathological variables analyzed were the
macroscopic location of the tumor in the uterine cavity or
in the lower uterine segment [23], the histological subtype
according to the criteria of the World Health Organization
(WHO, 2020 5th Edition), and its classification according
to the FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics) system [24], the presence or absence of lympho-
vascular invasion, the pathological staging according to the
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AJCC TNM indications (8th edition) [25] and the presence
of associated non-tumor pathology.

Immunohistochemical study

An immunohistochemical study of DNA repair proteins was
performed. Staining was performed on 3 pm thick sections
on automated silanized slides. We used four prediluted anti-
bodies (prediluted and incubated for 60 min-each one), from
the ROCHE VENTANA immunohistochemistry panel: for
MLH1, mouse anti-human monoclonal antibody, clone M1
(1 pg/mL); for PMS2, mouse anti-human monoclonal anti-
body, clone A16-4 (1 pg/mL); for MSH2, mouse anti-human
monoclonal antibody, clone G219-1129 (1 pg/mL); and for
MSHB6, rabbit anti-human monoclonal antibody, clone SP93
(1 pg/mL).

The presence or absence of nuclear staining was assessed.
Corresponding normal tissue (non-tumor epithelial cells as
well as lymphocytes and endometrial stromal cells) provided
a positive internal control.

Taking into account the immunohistochemical panel for
MMR proteins of Hall et al. [6], PMS2 and MSH6 expres-
sion is assessed first and, in case of loss of nuclear expres-
sion, MLH1 and MSH?2 are studied, respectively to differ-
entiate isolated from concomitant loss.

The immunohistochemical variables assessed were
expression of intact nuclear protein (MSS phenotype) and
loss of nuclear expression of any protein (MSI phenotype)
[26, 27].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM Statistics
SPSS V25.0 software, being considered significant when
p value <0.05. For the comparison of continuous variables
in two groups, the Student ¢ test and contingency tables
(chi-square test and Fisher’s exact test for 2 X 2 tables) were
used for the comparison of categorical variants. A logis-
tic regression model was used for the prediction of MSI
(where p(MSI) =probability of being MSI) with the back-
ward (Wald) method for variable selection. Initially, the
variables age, pre- or post-menopausal status, BMI status
(obese or non-obese), pathological staging (pT1, pT2, pT3,
and pT4), macroscopic tumor location, and histological type
and grade (non-endometrioid, endometrioid grade 1, grade
2 and grade 3) were entered. The area under the ROC curve
(AUROC) was calculated. With the selected variables, the
linear predictor # was constructed, obtaining the estimated
probability of being MSI from the formula [28]:

p(MST) = €" /(1 + ) (1)

where e represents the exponential. Data were described by
showing the mean + standard deviation for continuous vari-
ables and the frequency (%) for categorical variables.

Results

The total number of cases under study was 147 patients with
amean age of 64.3 (11.7) years, ranging from 39 to 91 years,
with 36.1% of patients being over 70 years of age (Table 1).
Of the patients, 82.3% (121/147) were postmenopausal and
6.1% (9/147) had previous tumor pathology (six diagnosed
with breast cancer, one with renal cancer, one with thyroid
cancer, and one with bladder cancer). During the study
period, 10 patients died as a result of endometrial pathology.

According to BMI (kg/m?) status, 37 patients were nor-
mal weight, 30 were overweight, 32 obese I, 23 obese 11, 22
obese III, and 3 obese I'V. There were 67 non-obese patients
and 80 obese patients (54.5%).

The macroscopic tumor lesion was located in the endome-
trial cavity in 136 (92.5%) patients and 18.4% had lympho-
vascular invasion. According to histological type, 124 cases
(84.4%) were endometrioid carcinoma, of which 95 were
grade 1, 18 grade 2, and 11 grade 3. The 23 patients with
non-endometrioid carcinoma were divided into 13 serous
carcinomas, 5 carcinosarcomas, 2 mixed carcinomas (one
serous, clear cell, and endometrioid; the other serous and
clear cell), one mucinous carcinoma, one adenosquamous
carcinoma, and one clear cell carcinoma. Stage pT1 was the
most frequent with 126 (85.7%) patients (94 cases pT1a and
32 cases pT1b), 13 pT2, 5 pT3a, 2 pT3b, and one pT4. The
associated non-tumoral endometrial pathology was varied,
with hyperplasia standing out in 32 cases (21.8%).

A total of 114 tumors had intact nuclear protein expres-
sion, MSS (Fig. 1) and 33 protein loss, MSI (22.4%), of
which 25 were due to loss of MLH1 and PMS2 expression,
and 8 due to loss of MSH2 and MSH6 expression (Fig. 2).
No cases were identified with isolated loss of PMS2 or
MSHG6 expression.

No differences were detected in the demographic char-
acteristics or anatomopathological features of the patients
based on obesity. Of obese patients, 36% were MSI com-
pared to 64% of non-obese patients (p=0.018) (Fig. 3a).
Table 1 shows the data according to the distribution of
patients in MSI or MSS. Apart from obesity, there were
statistically significant differences in histological type
(p=0.023) (Fig. 3b), divided into non-endometrioid and
endometrioid subtypes of FIGO grades 1, 2, and 3.

The variables that remained within the logistic regression
model were obesity (p=0.018), and histological type (endo-
metrioid—non-endometrioid) and FIGO grade in endometri-
oid carcinomas (p=0.023). The logistic regression model
(Table 2), indicates that non-obese endometrial cancer patients

@ Springer
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Table 1 Distribution of the

. . Total MSI MSS p value
variables collected according to (N=147) (N=33) (N=114)
the MMR phenotype
Age at diagnosis (years) 643+11.7 649+11.5 64.1+£11.8 0.724
Age at diagnosis 0.838
<170 94 (63.9) 22 (66.7) 72 (63.2)
>70 53 (36.1) 11 (33.3) 42 (36.8)
Post-menopausal status 121 (82.3) 27 (81.8) 94 (82.5) 0.933
Obesity 80 (54.5) 12 (36.4) 68 (59.6) 0.018
Previous tumor pathology 9(6.1) 4(12.1) 54.4) 0.115
Death 10 (6.8) 1(3.0) 9(7.9) 0.458
Histological subtype 0.023
Non-endometrioid 23 (15.6) 3.1 20 (17.5)
Endometrioid 124 (84.3) 30 (90.9) 94 (82.5)
Grade 1 95 (64.6) 18 (54.5) 77 (67.6)
Grade 2 18 (12.2) 6(18.2) 12 (10.5)
Grade 3 11(7.4) 6(18.2) 5144
Stage 0.249
pT1 126 (85.7) 29 (87.9) 97 (85.1)
pT2 13 (8.8) 2(6.1) 11 (9.6)
pT3 74.7) 1(3.0) 6(5.3)
pT4 1 (0.6) 1(3.0)
Stage 0.538
pTla 94 (63.9) 23 (69.7) 71(62.3)
Rest 53 (36.0) 10 (30.3) 43 (37.7)
Macroscopic location 0.711
Uterine cavity 136 (92.5) 30 (90.9) 106 (93.0)
Lower uterine segment 11 (7.4) 3.1 8 (7.0)
Lymphovascular invasion 27 (18.4) 8(24.2) 19 (16.7) 0.318
Associated non-tumor pathology 0.345
Absent 37 (25.1) 6(18.2) 31(27.2)
Atrophy 22 (14.9) 4 (12.1) 18 (15.8)
Hyperplasia 32 (21.8) 6(18.2) 26 (22.8)
Others (polyps, leiomyomas, ...) 56 (38.0) 17 (51.5) 39 (34.2)

are 2.487 (95% CI 1.087, 5.690, p=0.031) times more likely
to be MSI than obese and that endometrioid grade 3 is 7.866
(95% C11.395, 44.370, p=0.019) times more likely to be MSI
than non-endometrioid histological type. Overall, both grade 1
and 2 had Odds ratios of 1.583 and 3.109 in favor of MSI over
the non-endometrioid group, although these were not signifi-
cant. The ROC curve is shown in Fig. 4.

The area under the ROC curve is 0.683 (95% CI 0.576,
0.790; p=0.001) (Fig. 4). For a false positive rate of 20% it has
a sensitivity of 46.1%. From Table 2 we obtain the expression
of the linear predictor, 7, as follows:

n=-2,369+4+0,911 * (if Non — obese)
+ 0,459 * (if Endometrioid Gradel)

+ 1,1 % (if Endometrioid Grade2)
+ 2,063 * (if Endometrioid Grade3)

@ Springer

For example, if we have a non-obese woman and endo-
metrioid carcinoma grade 3:

n=-2,369+0,911 + 2,063 = 0,604

So p(MSI) = 0,647 , i.e., she would have a 64.7% probabil-
ity of being MSI. If she were obese with the same degree,
this probability would be 42.4%, according to the Eq. (1).

Discussion

In this study, we identified the MSI phenotype in patients
diagnosed with endometrial cancer using immunohisto-
chemical techniques. Following the recommendations of
standardized guidelines [7-9], we analyzed its association
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Fig.1 An example of a MSS
phenotype case. a H&E (X 10):
Grade 3 endometrioid carci-
noma of endometrium. b IHC
PMS?2: Intact nuclear protein
expression. c. [IHC MSH6:
Intact nuclear protein expres-
sion

with clinical variables such as obesity and anatomopatho-
logical variables as histological subtypes.

MMR proteins are functionally arranged in heterodimers,
MLHI1 together with PMS2 and MSH?2 together with MSH6.
Based on their functional structure, it is possible to perform
an immunohistochemical panel of PMS2 and MSH6 markers
as primary screening for MMR deficiency [6]. For immu-
nohistochemical assessment we have taken into account the
presence or absence of nuclear staining [26, 27, 29], accept-
ing that any positive reaction of tumor cells is considered
intact protein expression (MSS phenotype) and that loss of
expression, with positive internal control, is considered MSI
phenotype. However, there are other ways of assessing this
immunohistochemical expression, such as that performed by
Barrow et al. [30] using a semi-quantitative study of nuclear
staining intensity. In our opinion, the evaluation system we
have used is sufficient for the determination of the MSI phe-
notype, as has already been used [29, 31].

In the present study, 22.4% (33/147) of the patients had
MSI phenotypes, which is very similar to other series [4,
15, 17, 26]. The percentage of loss of the MLH1-PMS2
complex was 17% (25/147) while that of the MSH2-MSH6
complex was 5.4% (8/147), with no isolated loss of PMS2 or
MSH6 expression identified. This high percentage of MLH1
loss in endometrial cancer can be largely attributed to hyper-
methylation of the MLH1 gene promoter and not to MMR
gene mutations [31]. If we compare our data with those of
other series with a similar percentage of MSI phenotype, we
can say that loss of the MLH1-PMS2 complex is found in a
very similar proportion (15.7% in the series of Joehlin Price

et al. [31] and 15.5% in that of Doghri et al. [4]) while the
proportion of MSH2-MSHG6 loss is somewhat higher (1.9%
in the series of Joehlin Price et al. [31] and 2.22% in that of
Doghri et al. [4]). We believe that these differences may be
due to the fact that in our series we did not identify isolated
loss of PMS2 or MSH6, whereas in the series of Joehlin
Price et al. [31] the loss of PMS2 is as high as 22%.

In relation to histological subtype, 84.4% were endome-
trioid carcinomas (124/147), 10.8% were serous (13/147)
and the rest (carcinosarcomas, mixed, mucinous, adenos-
quamous, and clear cell carcinomas) accounted for 4.8%
(10/147), with no undifferentiated or undifferentiated
carcinomas in our series, figures that coincide with those
published by the WHO (2020, 5th Edition). For statistical
analysis, we divided the tumors according to histological
subtype into endometrioid (84.4%) and non-endometrioid
(15.6%). The association between MMR protein deficiency
and histological subtype of endometrial cancer is not fully
established. Some authors propose that MSI status is more
characteristic of endometrioid carcinoma [10-12], while
others claim that it is present in both endometrioid carcino-
mas and non-endometrioid subtypes in the same proportion
[13, 31-33]. In our series, 90.9% (30/33) of MSI patients
were endometrioid subtype (p =0.023) (Table 1), evidenc-
ing the association between MSI status and endometrioid
subtype described in other series [10-12].

Apart from the histological subtype, other anatomopatho-
logical features associated with MSI status have been con-
sidered. Thus, based on studies on the MSI status of colon
cancer, Bartosch et al. [14] established several variables to
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Fig.2 Two examples of MSI
phenotype cases. a. 1 H&E

(% 10): Grade 1 endometrioid
carcinoma of endometrium. a.
2 THC MSHS6: Intact nuclear
protein expression. a. 3 IHC
PMS?2: Loss of protein expres-
sion. a. 4 IHC MLHI: Loss of
protein expression. b. 1 H&E
(% 10): Grade 2 endometrioid
carcinoma of endometrium. b.
2 THC PMS?2: Intact nuclear
protein expression. b. 3 IHC
MSHG6: Loss of protein expres-
sion. b. 4 IHC MSH2: Loss of
protein expression

identify the anatomopathological aspects of MSI endome-
trial cancer: intense immune response manifested as peritu-
moral infiltration and infiltrating lymphocytes in the tumor,
mucinous differentiation, morphological heterogeneity, and
location in the lower uterine segment [23], as well as being
associated with higher grade, presence of lymphovascular
invasion and higher stage.

In our study, we found no statistically significant dif-
ferences in terms of location in the lower uterine segment,
higher stage, or the presence of lymphovascular invasion.

@ Springer

However, when we evaluated differences in FIGO grade
classification in endometrioid carcinomas, we found dif-
ferences between those with the MSI phenotype versus
the MSS phenotype. There was a predominance of FIGO
grade 3 in endometrioid carcinomas with the MSI pheno-
type compared to those with the MSS phenotype (Table 2).

Regarding the presence of other pathologies in the his-
tological study, Shia et al. [7] found statistically significant
differences between the presence of endometrial hyper-
plasia in MSI cases compared to MSS. In our case, we
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Fig.3 a Confronting the MMR phenotype against obesity. 64% of
MSI patients are non-obese. While 60% of MSS patients are obese. b
Confronting the MMR phenotype against the FIGO grade of endome-
trioid carcinomas. In both cases, most patients present with grade 1
endometrioid carcinoma

assessed the presence of hyperplasia, atrophy, and other
non-neoplastic endometrial pathologies (polyps, leiomyo-
mas, endometriosis) in both groups without finding statis-
tical significance.

Obesity is one of the best-known risk factors for
endometrial cancer [15]. For its measurement, the most
accessible and widely used variable has been BMI (kg/
m?) [15-17]. The percentage of obese women in Spain
(BMI (kg/m?) > 30) is 16.6% of the population, but in the
autonomous community of the Canary Islands, it is 18.8%

[34]. We divided the patients according to BMI (kg/mz)
status, with 45.5% being non-obese patients and 54.5%
obese patients, a much higher percentage than in the gen-
eral population. In this study (Table 1), almost 60% of the
MSS patients were obese (BMI (kg/m?) >30) (p=0.018).
If we compare the results with the literature, we observe
that they are similar to studies by McCourt et al. [16],
Cohn et al. [17], and Joehlin-Price et al. [26] agreeing that
the higher the BMI (kg/m?), the higher the risk of MSS
endometrial cancer. While in the series by Amankwa et al.
[15], they found that patients with BMI (kg/m?) > 30 had
twice the risk of being MSI than MSS.

As reflected in the results from our multivariate study,
the variables that remained within the logistic regression
model were obesity, histological subtype along with FIGO
classification grade, and MSI phenotype.

Accordingly (Table 2), we observed that endometrial
cancer patients with BMI (kg/m?) < 30 are 2.4 times more
likely to be MSI than those with BMI (kg/mz) > 30 while
those with a diagnosis of FIGO grade 3 endometrioid car-
cinoma are 7.8 times more likely to be MSI than those
with a diagnosis of non-endometrioid carcinoma.

This study demonstrates that by applying the predictive
equation and as reflected in our results, we can obtain an
estimated probability that a patient, given her histological
subtype (endometrioid or non-endometrioid) and FIGO
grade, as well as her BMI (kg/mz) (<30 or>30), is an
MSI phenotype.

In conclusion, and for clinical practice, both variables,
obesity in the clinical history and the histological sub-
type through previous biopsy, would allow us to deter-
mine the probability that the patient is of MSI phenotype,
data that would be subsequently confirmed in the hys-
terectomy specimen with the study of MMR proteins, as
recommended by the NCCN [29], except in very specific
cases. This information can be of great use when planning
a genetic study of the MLH1 promoter and subsequent
genetic counseling.

Table 2 Logistic regression

. Coefficient s.e p value Odds ratio 1Cys¢, for OR
model for the prediction of MSI (OR) ’
Non-obese (Ref. Obese) 0911 0.422 0.031 2.487 (1.087; 5.690)
Endometrioid grade (Ref. 0.048
Non-endometrioid)
Grade 1 0.459 0.681 0.500 1.583 (0.417; 6.008)
Grade 2 1.134 0.808 0.161 3.109 (0.637; 15.160)
Grade 3 2.063 0.883 0.019 7.866 (1.395; 44.370)
Constant —2.520 0.699 0.0000 0.080
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Fig.4 An ROC curve for obesity, histological type (endometrioid-
non-endometrioid) and FIGO grade (in endometrioid carcinoma).
The area under the ROC curve is 0.683
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COMUNICACION ORAL: IMPLEMENTACION DEL DIAGNOSTICO DE
CANCER DE ENDOMETRIO CON FENOTIPO MSI

En el cancer de endometrio la incidencia de mutaciones de los genes de
reparacion del ADN (MMR) se estima en un 17-30%. No existen criterios clinicos
o morfologicos determinantes de déficit de MMR en el cancer de endometrio.
Pero si que es importante conocer que existen una serie de caracteristicas muy
frecuentes a este tipo de tumores como son los linfocitos infiltrantes en el tumor,
la diferenciacidon mucinosa, la heterogeneidad morfolégica y la predisposicién por
la localizacidn en el segmento uterino inferior.

En este estudio nos proponemos determinar las caracteristicas clinicas y
morfoinmunohistoquimicas del cancer de endometrio dividiendo a los casos en
base a su localizacion macrdscopica. Ya sea si se encuentra el tumor en el
segmento uterino inferior o en la cavidad uterina.

Se toman como potenciales sujetos a estudio todas las pacientes
diagnosticadas de carcinoma de endometrio a las que se les ha realizado

histerectomia en el Complejo Hospital Universitario de Canarias desde enero



2017 hasta noviembre de 2018, un total de 62 pacientes. Se realiza estudio
inmunohistoquimico de las proteinas PMS2 y MSH6 como screening primario. Si
fuera negativo, se estudia MLH1 o MSH2 respectivamente. En los casos de
pérdida proteica de MLH1 se estudian posibles mutaciones en el gen BRAF.
Valoramos la localizacion  tumoral macroscopica y el estudio
inmunohistoquimico, y se compara para las combinaciones de caracteristicas
morfolégicas del tumor, presencia de invasion linfovascular y la edad de la
paciente en el momento del diagndstico. Encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p valor < 0.05) entre la localizacion en el
segmento uterino inferior y la presencia de invasion linfovascular y un estadio
mas alto. No encontramos diferencias entre estos dos grupos al estudiar la edad
al diagndstico, el subtipo histolégico (dividiendo en carcinomas endometrioides y

no endometrioides) y el grado de FIGO.
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COMUNICACION ORAL: USO DEL SCREENING UNIVERSAL DE
DEFICIT DE MMR POR IHQ EN CANCER DE ENDOMETRIO. EXPERIENCIA

EN NUESTRA AREA

El sindrome de Lynch (SL) es una predisposicion a padecer cancer debido
a una mutacion heterocigota autosomica dominante, en linea germinal, de uno
de los cuatro genes MMR (genes reparadores). Ello da lugar a una pérdida de la
proteina codificada. Si el ADN no puede repararse a si mismo, se produce una
acumulacion de mutaciones somaticas y, por tanto, una fuerte predisposicion a
un espectro de cancer. Cuando este déficit de MMR ocurre en linea somatica,
observamos la ausencia de las proteinas que codifican estos genes, es decir, el
fenotipo. EI mas frecuente, en este caso, es el silenciamiento epigenético del gen
MLH1 por hipermetilacién de su promotor.

Con este estudio, nos proponemos determinar un esquema 6ptimo para la
identificacién de pacientes con alteraciones en las proteinas del sistema MMR
en cancer de endometrio.

Se toman como potenciales sujetos a estudio todas las pacientes

diagnosticadas de carcinoma de endometrio a las que se les ha realizado



histerectomia en nuestro Centro desde enero 2017 hasta la actualidad, un total
de 96 pacientes. Se realiza estudio IHQ de las proteinas PMS2 y MSH6 como
screening primario. Si fuera negativo, se estudia MLH1 o0 MSH2 respectivamente.
En los casos de pérdida proteica de MLH1 se estudian posibles mutaciones en
el gen BRAF. Este déficit proteico, se compara para las combinaciones de
caracteristicas morfolégicas del tumor, presencia de invasion linfovascular,
localizacion y la edad en el momento del diagndstico.

La media de edad al diagndstico en nuestra serie fue de 63.4 afios. Siendo
82 casos (84%) histotipo endometrioide y, de ellos, 75 casos (78.8%) fueron
grado |. Se localizaron, 28 de ellos (29%) en istmo-segmento uterino inferior. La
presencia de invasion linfovascular se advirtio en 17 casos (17.7%). El déficit
proteico de MMR se detectd en 8 pacientes (8.3%). Uno de ellos (12.5%),
presentd déficit del heterodimero MSH6-MSH2, siendo el resto por pérdida de
MLH1-PMS2. En estos casos, se realizo estudio del gen BRAF, siendo wild-type
en todos ellos y, por tanto, subsidiarios a estudio en linea germinal.

Presentamos una propuesta de estudio universal de proteinas reparadoras
con la que logramos la identificacion, a nivel poblacional, de pacientes con cancer
de endometrio y alteracién proteica de MMR mediante pruebas IHQ graduales y
estudio del gen BRAF en pacientes con pérdida proteica de MLH1. Encontramos
una relacion estadisticamente significativa (p valor < 0.05) entre la presencia de

dMMR y la localizacion en segmento uterino inferior, un grado de FIGO mas alto



en subtipo endometrioide y la presencia de invasion linfovascular. Por el
contrario, no encontramos relacién estadisticamente significativa entre estos dos
grupos (MMR/dMMR) y la edad media al diagndstico, el histotipo endometrioide

— no endometrioide y un grado pT mas alto.
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E-POSTER: IMPLEMENTATION OF MMR DEFICIENT ENDOMETRIAL
CANCER DIAGNOSIS WITH IHQ. EXPERIENCE IN OUR AREA.

Lynch syndrome (SL) is a predisposition to cancer due to an autosomal
dominant heterozygous mutation. In germline, of one of the four MMR genes (repair
genes). This results in a loss of an encoded protein. If this deficit occurs in the somatic
line, we observe the absence of proteins encoding these genes, that is, the
phenotype. The most frequent in this case is the epigenetic silencing of MLH1 by
hypermethylation of its promoter.

We aim to determine an optimal scheme for the identification of patients with
alterations in the MMR system proteins in endometrial cancer.

All patients diagnosed with endometrial carcinoma who have undergone
hysterectomy in our center from January 2017 to May 2019, 96 patients are. IHQ
study of the PMS2 and MSH6 proteins was performed as primary screening. If
negative, study MLH1 or MSH2 respectively. The prediction of germline mutational
status is compared for combinations of tumor morphological features, presence of

lymphovascular invasion, location and age at the time of diagnosis.



The mean age at diagnosis in our series was 63.4 years. Being 82 cases (84%)
endometrioid histotype and, of them, 75 cases (78.8%) were grade |. 28 of them
(29%) were located in the isthmus-lower uterine segment. The presence of
lymphovascular invasion was noticed in 17 cases (17.7%). The MMR protein deficit
was detected in 10 patients (10.4%). All cases were due to protein deficit in MLH1.

In conclusion, our proposal for a universal study of repair proteins in our area
has yielded insightful results in the context of endometrial cancer. The gradual IHQ
tests conducted to identify MMR protein alterations in patients have demonstrated a
statistically significant relationship between the presence of dMMR and certain
factors such as the location in isthmus, higher degree in endometrioid subtype, and
the presence of lymphovascular invasion. However, there was no statistically
significant relationship observed between these factors and the two groups
(MMR/dMMR) in terms of mean age at diagnosis, endometrioid - non-endometrioid
histotype, and higher pT. These findings can serve as a basis for further research to
better understand the underlying mechanisms involved in endometrial cancer and to

explore potential therapeutic targets.



