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1. RESUMEN

El adenomioma polipoide atipico (APA) es una lesion uterina benigna que se presenta en mujeres
de edad fértil. El patrén histolégico se fundamenta de forma compuesta por proliferacion irregular
epitelial y estroma muscular. El trabajo consiste en una revision sistematica de la literatura,
incluye la descripcién y analisis de un caso propio, y evalla los principales marcadores
inmunohistoquimicos y moleculares que contribuyen a efectuar un diagndstico diferencial frente
al adenocarcinoma de endometrio y con ello ofrecer a las pacientes un tratamiento conservador
contra al manejo radical que debe practicarse en el cancer de endometrio, debido a las
significativas consecuencias fisicas y psicoldgicas que puede conllevar un procedimiento u otro
sobre la salud de la mujer. El objetivo de esta investigacién es llevar a cabo un adecuado
diagnostico del APA proporcionando la informacién necesaria que permita guiar el manejo
clinico, establecer el prondstico del paciente y minimizar el impacto emocional asociado a la
enfermedad todo ello en combinacién con los hallazgos clinicos e histopatolégicos y pruebas de

imagen complementarias.

Resultados: se ha estudiado el APA realizando un metaanalisis y analisis de un caso propio
valorando los siguientes marcadores: -catenina, h-caldesmon, desmina, vimentina, actina alfa
de musculo liso (SMA), CD10, ki67, receptores de estrégenos (RE) y progesterona (RP),
pancitoqueratina, PTEN, PMS2, MSH6, P53, MLH1 y P16. Se evidencian discrepancias en la
expresion de CD10, h-caldesmon y p16 al comparar APA con CE. Los resultados del caso
valorado por el equipo han sido en el estudio de inmunohistoquimica positividad nuclear de [3-
catenina, pancitoqueratina, RE y RP positivos en las glandulas, SMA y desmina positivas en
musculo estromal, P16 positivos en moérulas escamosas y en el estudio de mutaciones se
encuentra CTNNB7 (NM_001904.3) MUTACION: c.94G>Tp. (Asp32Tyr) con frecuencia alélica:
11%. Estudio de reordenamientos: No se ha detectado ninguno de los reordenamientos cubiertos

por el panel Action OncoKitDx.

Conclusiones: un apropiado abordaje inmunohistoquimico y molecular junto con el diagnostico
histolégico de presuncion determinan la adecuada filiacién de la lesion como APA y no como
otras patologias malignas, lo que permite establecer un protocolo de tratamiento ajustado a la

realidad biol6gica de esta patologia.

Palabras clave: Adenomioma polipoide atipico, cancer de endometrio, inmunohistoquimica,

biologia molecular.



2. ABSTRACT

Atypical Polypoid Adenomyoma (APA) is a benign uterine lesion that occurs in women of
reproductive age. The histological pattern is characterized by irregular epithelial proliferation and
muscular stroma. This work consists of a systematic review of the literature, includes the
description and analysis of an own case, and evaluates the main immunohistochemical and
molecular markers that contribute to making a differential diagnosis against endometrial
adenocarcinoma. This allows offering patients conservative treatment as opposed to the radical
management required for endometrial cancer, due to the significant physical and psychological
consequences that one procedure or another may have on women's health. The aim of this
research is to conduct an appropriate diagnosis of APA by providing the necessary information
to guide clinical management, establish patient prognosis, and minimize the emotional impact
associated with the disease, all in combination with clinical and histopathological findings and

complementary imaging tests.

Results: APA has been studied through meta-analysis and analysis of an own case assessing
the following markers: beta-catenin, h-caldesmon, desmin, vimentin, smooth muscle actin (SMA),
CD10, ki67, estrogen receptors (ER) and progesterone receptors (PR), pan-cytokeratin, PTEN,
PMS2, MSH6, P53, MLH1, and P16. Discrepancies in the expression of CD10, h-caldesmon, and
P16 when comparing APA with endometrial carcinoma (EC) are evident. The results from the
case evaluated by the team showed nuclear positivity for beta-catenin, pan-cytokeratin, ER, and
PR in the glands, SMA and desmin positive in stromal muscle, P16 positive in squamous morules,
and in the mutation study, a CTNNB1 (NM_001904.3) MUTATION: ¢c.94G>Tp. (Asp32Tyr) with
an allelic frequency of 11% was found. Study of rearrangements: None of the rearrangements

covered by the Action OncoKitDx panel were detected.

Conclusions: An appropriate immunohistochemical and molecular approach, together with the
histological diagnosis of presumption, determine the proper classification of the lesion as APA
and not as other malignant pathologies, which allows establishing a treatment protocol adjusted

to the biological reality of this pathology.

Keywords: Atypical Polypoid Adenomyoma, endometrial cancer, immunohistochemistry,

molecular biology.



3. INTRODUCCION

En este articulo se presenta la descripcion detallada y el analisis exhaustivo de un caso propio
de una paciente de 40 afios con sintomatologia de sangrado uterino anormal, que tras una
miomectomia y polipectomia, el diagnéstico histopatoldgico realizado revel6 la presencia de un

adenomioma polipoide atipico.

El adenomioma polipoide atipico (APA) ha sido incluido en la clasificacion de tumores epiteliales
y mesenquimales mixtos del Gtero junto con el coriocarcinoma, adenosarcoma, adenofibroma y
adenomioma por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2014 (1). Fue descrita por
primera vez por Mazur en 1981 y considerada por entonces como lesion benigna, en defecto en
los ultimos afios se ha observado en diversos estudios posteriores cierta capacidad de
malignizar, no obstante, se requiere una investigacién mas amplia para dictaminar esta hipétesis
(2). Teniendo en cuenta lo descrito por otros autores se indicd un existente riesgo medio de
carcinoma de endometrio en mujeres con APA del 8,8% (3). Segun la bibliografia se revelé que
lesiones de APA tenian caracteristicas inmunohistoquimicas y moleculares compartidas con el
adenocarcinoma endometrial, como la pérdida de expresion de PTEN y las mutaciones de K-
RAS, y se propuso que el APA pudiera considerarse como “analogo a una forma localizada de

hiperplasia endometrial atipica” (4).

El APA es una lesién poco frecuente localizada principalmente en el cuerpo del Utero. Se
presenta mayoritariamente en mujeres premenopausicas de edad media de 39,30 £ 11,01 afios
con un rango de 17 a 64 afos e indice de masa corporal de 27.63, se manifiesta con una clinica
de sangrado vaginal anémalo, dismenorrea, podlipos e incluso infertilidad o un curso clinico
asintomatico siendo un hallazgo incidental en el estudio de infertilidad o de una citologia anormal
(5,6). Histologicamente caracterizada por la presencia de proliferacion irregular de glandulas
endometriales pudiendo ser tubulares o presentar ramificaciones complejas, en ocasiones
contienen moérulas escamosas con un foco central de necrosis, este tejido epitelial se dispone de
manera aglomerada o mas espaciadas y se encuentran rodeadas de estroma de tejido
fibromuscular liso organizandose en fasciculos cortos entrelazados con una minima atipia celular
y esporadicas células mitoticas (7). De acuerdo con otros estudios realizados se detectd una
presencia considerable de leve atipia citolégica en la mayoria de los APA (97%) y en los

carcinomas endometrioides (93%), siendo mayor la tasa mitética en estos ultimos (8).

Ante este cuadro inespecifico de hemorragia uterina anormal, el inicio del diagndstico se realiza
mediante la anamnesis y exploracion fisica y ginecoldgica, la prueba de imagen de primera linea
para las lesiones estructurales es la ecografia transvaginal, se debe completar el estudio con la
histeroscopia ante causas estructurales con biopsia de endometrio. Ademas, ante la complejidad
arquitectonica de la lesion es necesario el estudio histopatoléogico mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) y patologia molecular, para poder efectuar un correcto diagnéstico

diferencial con el considerado el tipo histolégico mas frecuente, el carcinoma endometrioide, la



mayoria de bajo grado y de predominio glandular. El cancer de endometrio (CE) es el tumor
ginecologico maligno mas frecuente en Espafa y el segundo en mortalidad tras el cancer de
ovario. Es por ello, imprescindible individualizar el tratamiento segun la edad, clinica y el potencial
de malignizar, puesto que la mayoria de los casos se presentan en mujeres de edad fértil, si
éstas presentan deseo genésico es conveniente realizar un tratamiento conservador mediante
reseccién por histeroscopia o incluso tratamiento médico con progestagenos dado que se trata
de una patologia estrogeno dependiente, frente a la histerectomia total con doble anexectomia
que se lleva a cabo en el cancer de endometrio como tratamiento quirdrgico de eleccion,
reservandose la quimioterapia, radioterapia externa y braquiterapia para las pacientes
inoperables o como adyuvancia si riesgo intermedio, alto o avanzado (9,10). Otros autores
describen el caso de mujer embarazada diagnosticada incidentalmente de adenocarcinoma de
endometrio en el seno de un APA vy tratada de forma conservadora y un embarazo a término

optimo (11).

Para el diagndstico de la lesidén, se emplearon técnicas avanzadas de inmunohistoquimica y
patologia molecular, fundamentales para la deteccién precisa de biomarcadores especificos. Las
muestras fueron procesadas utilizando protocolos estandarizados para la fijacion, inclusiéon en
parafina, y corte. Se aplicaron técnicas de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos primarios
especificos para los marcadores (3-catenina, h-caldesmon, desmina, vimentina, SMA, CD10,
ki67, RE, RP, pancitoqueratina, PTEN, PMS2, MSH6, P53, MLH1 y P16 seleccionados por su
relevancia en la identificacion de caracteristicas patologicas de la lesidbn analizada. La
interpretacion de estos hallazgos resalta la importancia de la utilizacién de marcadores
especificos en el diagnostico preciso de lesiones, proporcionando una base sélida para

decisiones terapéuticas adecuadas.

En referencia a los resultados estudiados de la literatura previa junto con el caso propio, la IHQ
glandular mostré consistentemente una expresion positiva de B-catenina, Ki 67, RE, y RP en
cuatro estudios. La desmina demostré una positividad fuerte en cinco estudios. EI marcador
molecular p16 fue fuertemente positivo en cuatro estudios, mientras que MLH1 y PMS2 fueron
positivos en dos. Se observaron diferencias en la mutacion del gen CTNNB1 entre lesiones de
APA y CE. La comparacion entre APA y CE destacé diferencias en la expresion de CD10, h-

caldesmon y p16.

4. OBJETIVO

En base a todo lo expuesto, el objetivo es establecer una metodologia precisa para la
diferenciacion entre el APA y el CE, especialmente en canceres de bajo grado con histologias
similares. Se propone un enfoque que integra tanto diagnosticos inmunohistoquimicos como
moleculares, superando las limitaciones de los métodos basados unicamente en la histologia.
Con la intencion de proporcionar una base para decisiones terapéuticas, optimizando el

tratamiento y manejo clinico de las pacientes.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Busqueda y seleccion de literatura

Para realizar este estudio, se efectué una exhaustiva revisién bibliografica utilizando las bases
de datos PubMed y Google Scholar, seleccionando articulos publicados hasta la fecha de inicio
del estudio. Los términos de busqueda utilizados incluyeron “atypical polypoid adenomyoma”
AND diagnosis, AND immunohistochemistry AND genetics, OR endometrial adenocarcinoma”.
En total, se revisaron treinta y cinco articulos cientificos pertinentes que cumplian con los
criterios de inclusion establecidos: relevancia tematica, estudios centrados en
inmunohistoquimica, y aquellos que aportaban datos comparables para la diferenciacion
histolégica entre adenomioma polipoide atipico y cancer endometrial. Adicionalmente, se
consulto la guia ONCOSEGO 2023 sobre el cancer de endometrio. Se consultaron recursos en
linea de diferentes paginas webs para el estudio de la biologia molecular como IMEGEN, Human

Genome Variation Society y PharmGKB.

5.2. Descripcion caso clinico

Mujer de 40 afos, que acude al servicio de ginecologia por alteraciones menstruales y dolor
ocasional, sin antecedentes familiares ni personales de interés, a la que se realiza una exéresis
quirargica de endometrio y miometrio por presentar un mioma y un pélipo. El estudio se completé
con la aplicacién de técnicas de inmunohistoquimica tanto en muestras previamente estudiadas
en la literatura como en el caso clinico propio. Para la comparacion y contraste de resultados, se
seleccionaron marcadores inmunohistoquimicos especificos mencionados frecuentemente en
los estudios revisados. Los procedimientos se realizaron siguiendo un protocolo estandarizado,
que incluyd la fijacidon de las muestras en formalina, la inclusion en parafina, el corte de secciones
de 4 ym de espesor y la posterior aplicacion de anticuerpos primarios y secundarios especificos.
La visualizacidon de los anticuerpos se llevd a cabo utilizando un kit de deteccién siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.3. Analisis de Datos

El analisis de los datos se centrd en la comparacion entre los patrones de expresiéon observados
en las muestras de los estudios previos y el caso propio. Se utilizé andlisis cualitativo para
describir la localizacién y la intensidad de la tincién. Los resultados fueron documentados
fotograficamente con un microscopio, asegurando la consistencia en la iluminacién y en los
ajustes de magnificacion. Los patrones observados fueron discutidos en el contexto de los
hallazgos reportados en la literatura, utilizando un enfoque integrativo para entender las posibles

implicaciones clinicas y patoldgicas de las variaciones en la expresion de los marcadores.



5.4. Inmunohistoquimica

En el caso propio se realizé el examen inicial con la tincion de hematoxilina-eosina de rutina, y

posteriormente se aplicaron técnicas de IHQ que se describen a continuacion.

La IHQ se llevé a cabo utilizando anticuerpos diluidos de la siguiente manera: (3-catenina (B-
CAT-L-CE 1ml NCL-L-B-CAT), ki67 (KI67-MM1-L-CE 1ml NCL-L-Ki67-MM1), Receptor de
estrogenos (ER-6F11-L-CE 1ml NCL-L-ER-6F11), receptor de progesterona (PGR-312-L-CE 1ml
NCL-L-PGR-312), desmina (DES-DERII-L-CE 1ml NCL-L-DES-DERII), vimentina (VIM-572-L-
CE 1ml NCL-L-VIM-572), actina alfa de musculo liso (SMA-L-CE 1ml NCL-L-SMA), PMS2
(PMS2-L-CE 1ml NCL-L-PMS2), MSH6 (MSH6-L-CE 1ml NCL-L-MSH®6), MLH1 (MLH1-L-CE 1ml
NCL-L-MLH1), P16 (PA0016 7mL P16), P53 (P53-DO7-L-CE 1ml NCL-L-p53-DO7).

Las cateninas son proteinas citoplasmaticas que se unen a la porcién final altamente conservada
de la molécula E-cadherina. La B-catenina es un complejo multiproteico de la unién adherente
que permite el contacto celular dependiente de calcio, por lo que es esencial para la adhesion,
la transmision de sefales y el anclaje del citoesqueleto de actina. La B-catenina tiene la funcién
de actuar como efector de la transcripcion de la via de sefializacion Wnt. Ante una expresion
positiva de esta molécula como ocurre en el cancer de endometrio implica una serie de
consecuencias como activacion de la via de sefalizaciéon Wnt provocando crecimiento,
diferenciacion y proliferacion celular, también esta asociado a la capacidad invasiva y
metastasica de las células tumorales, por lo que podria estar relacionada con un mayor riesgo

de invasion local y diseminacion a otros 6rganos (12).

El p16 (INK4a) (Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A)) es una proteina
supresora de tumores asociada con la progresiéon del ciclo celular, especificamente en la
regulacion de la transicion de la fase G1 del ciclo celular a la fase S. Mutaciones oncogénicas en
el gen CDKN2A que codifica p16 (resultando en sobre o subexpresién de la proteina) estan

asociadas con un conjunto de lesiones premalignas y malignas (13).

ElI CD10 o neprilisina, es una metalopeptidasa de superficie celular que inactiva una variedad de
péptidos bioldgicamente activos, influyendo en la regulacion del sistema renina angiotensina, del
sistema nervioso central, diferenciacion celular y desempefia un papel en la patogénesis de

ciertos tipos de canceres y otros procesos patologicos (14).

El caldesmon es una proteina que se encuentra en las células musculares lisas, regula la
contraccién muscular y la organizacion del citoesqueleto muscular. Se expresa sobre todo en
tumores de origen mesenquimal (15). Su papel en el cancer, incluido en el cancer endometrioide,
se ha estudiado en relaciéon con su capacidad para influir en la motilidad y la invasion de las

células tumorales.



5.5. Biologia molecular

El panel Action OncoKitDx (Grupo Health in Code, Espafa) esta disefiado para el andlisis de
alteraciones genéticas en 59 genes relevantes para el desarrollo de tumores sdlidos. Las
alteraciones cubiertas incluyen mutaciones puntuales (sustituciones, deleciones o inserciones),
alteraciones en el numero de copias y reordenamientos, y tienen relevancia diagnéstica y
pronéstica, ademas de ser accionables desde un punto de vista terapéutico por representar
dianas terapéuticas y/o marcadores predictivos de farmacos dirigidos aprobados o en desarrollo
clinico. Ademas, integra el analisis de inestabilidad de microsatélites, con potencial valor
predictivo en el contexto de la inmunoterapia, y estudios farmacogenéticos mediante el analisis
de variantes relacionadas con la toxicidad o eficacia de los principales tratamientos de
quimioterapia. Los resultados del estudio pueden ayudar a establecer decisiones terapéuticas

personalizadas basadas en las alteraciones genéticas del tumor.

El panel Action OncoKitDx integra:

» Secuenciacion de regiones exoénicas completas de 55 genes: ALK, ARID1A, ATM, ATRX,
BAP1, BRAF, BRCA1,BRCA2, CHEK2, CDH1, CTNNB1, EGFR, ERBB2, ESR1, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FGFR4, GNA11, GNAQ), H3F3A, HIST1H3B, HIST1H3H, HRAS, IDH1,
IDH2, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, MLH1, MSH2, MSH6, MTOR, MYC, NRAS, NTRK1,
NTRK2, NTRK3, PALB2, PBRM1, PDGFRA, PIK3CA, PMS2 + 5UTR, PTEN, POLD1, POLE,
RET, ROS1, SDHA, SDHB, SDHD, TERT + 5UTR, TP53 y VHL.

» Secuenciacion de regiones hotspots de los genes TSC1, TSC2y AKT1.

* Analisis de reordenamientos de los genes ALK, BRAF, EGFR, FGFR2, FGFR3, NRG1,
NTRK1, NTRK2, NTRK3, RET y ROS1. El analisis de los reordenamientos se realiza
mediante sondas que cubren las regiones intrénicas en las que, con mas frecuencia, se han

identificado puntos de rotura en los genes indicados.

* Analisis de inestabilidad de microsatélites (MSI) mediante un panel de 110 regiones

microsatélites.

« Deteccién de alteraciones en el niumero de copias (CNVs) (amplificaciones y deleciones) en
los genes cubiertos por el panel y analisis de grandes alteraciones cromosdmicas en todo el
genoma, incluyendo deleciones o ganancias de cromosomas completos o regiones

cromosomicas.

» Deteccidn de variantes relacionadas con la farmacogenética del paciente para evaluar el
grado de respuesta o toxicidad a tratamientos de quimioterapia. Se analizan diferentes
alteraciones en siete genes que alteran la respuesta a tratamientos de tumores de distinto
origen: DPYD (rs3918290, rs67376798, rs55886062, rs115232898, y rs75017182), XRCC1



(rs25487), UGT1A1 (rs4148323), CYP2D6 (rs3892097 y rs5030655), MTHFR (rs1801133),
TPMT (rs1142345, rs1800460, rs1800584 y rs1800462), CYP2C9 (rs1799853 y rs1057910).

La preparacion del panel Action OncoKitDx se realiza de forma automatizada con el robot Magnis
Dx NGS Prep System (Agilent, Santa Clara, CA, US). Tras la extraccion de ADN a partir de la
muestra fijada en formol e incluida en parafina (FFPE, de sus siglas en inglés, formalin-fixed
paraffin-embeded), se procede a su fragmentacion enzimatica y posterior enriquecimiento de las
regiones de interés mediante hibridacién con sondas de captura y el empleo de la tecnologia
SureSelectXT HS, segun las recomendaciones del fabricante. El protocolo incluye el marcado
molecular mediante la adicién de marcadores moleculares Unicos (UMIs, de sus siglas en inglés,
unique molecular identifiers), lo que permite eliminar los duplicados de PCR que se producen
durante la generacion de las librerias, mejorando la sensibilidad y especificidad del analisis
bioinformatico. La secuenciacién masiva de alto rendimiento se realiza en la plataforma NextSeq

550 mediante sintesis por terminacidn reversible ciclica (paired-end, 2x75pb).

El andlisis bioinformatico de los resultados se lleva a cabo mediante un pipeline de analisis
especificamente disefiada a través de la plataforma Data Genomics (16). El analisis
bioinformatico incluye: el alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia de
referencia (GRCh37/hg19) para los genes y regiones diana tras filtrado segun criterios de calidad,

la identificacion de variantes y anotacion de las variantes.

La validacioén analitica y la utilidad clinica del panel Action OncoKitDx han sido establecidas tanto
en panel como en el programa de analisis Data Genomics y cuentan con marcado de diagnéstico
in vitro (CE-IVD) (17).

Parametros técnicos del panel Action OncoKitDx obtenidos en su validacion analitica:

»  Profundidad de lectura media: 2500x.

*  Profundidad de lectura media tras analisis de UMIs: 1600x.

* Cobertura: 99.3% de las bases cubiertas a una profundidad de lectura minima de 100x.
»  Uniformidad: 98.9% de las bases cubiertas >20% de la media de cobertura.

» Especificidad: > 99%.

» Sensibilidad: > 99%.

* Repetibilidad: > 99.9%

* Reproducibilidad: > 99.9%.

Requerimientos, especificaciones relativas a los limites de deteccion, y limitaciones del panel
Action OncoKitDx*:

» Cantidad de ADN necesario: 50-200ng.
+ Calidad de ADN recomendada: DIN > 3 en base a su analisis con Genomic DNA

ScreenTape Assay y TapeStation 4150 (Agilent).



» Porcentaje de celularidad tumoral recomendado: > 50%.

» Porcentaje de celularidad tumoral minimo: 30%

+ Limite de deteccion de mutaciones puntuales (sustituciones, deleciones o inserciones):
5%.

+ Limite de deteccién de alteraciones en el numero de copias (CNVs, de sus siglas en
inglés Copy Number Variation): la estimacion del numero de copias de las regiones y los
genes cubiertos es el resultado de la aplicacion de un algoritmo bioinformatico que

analiza las diferencias en la profundidad de lectura de las secuencias obtenidas.

*Los limites de deteccion y los parametros técnicos obtenidos en la validacion analitica del panel
Action OncoKitDx se han establecido a partir de muestras con los siguientes parametros de

calidad: 200ng de ADN y DIN > 3, porcentaje de celularidad tumoral > 50%.

Segun especificaciones del fabricante, se establece un limite de deteccion de 3 copias, para las
ganancias, y 1 copia, para las pérdidas. En nuestra experiencia, se estima que un aumento en
el numero de copias por encima de 8 copias podria ser indicativo de una amplificacién focal
subyacente, siempre que el porcentaje de celularidad tumoral de la muestra analizada >50%. En
lineas generales, cuanto menor sea este porcentaje, mayor sera la variacién en el niumero de
copias necesaria para que sea indicativa de una amplificacion génica subyacente. No obstante,
se recomienda valorar la confirmacién mediante un método cuantitativo especifico para CNVs
(por ejemplo, hibridacion in situ fluorescente, FISH) en caso de que cualquiera de las alteraciones

identificadas vaya a ser considerada en la toma de una decisién clinica.

Para el analisis de los reordenamientos se tiene en cuenta el mapeo de las lecturas sobre el
genoma de referencia diferenciandose las split-reads (lecturas cuya secuencia mapea en dos
regiones del genoma distintas haciendo posible la identificacion del punto de fusién) y las
discordant read pairs/mate reads (lecturas que no incluyen el punto de fusién sino que lo rodean
de manera que distancia en la posicion de mapeo de la pareja de secuenciacién (forward y

reverse) permite la identificacion del reordenamiento.

Para el analisis de microsatélites se requiere que al menos 99 de los 110 marcadores analizados
sean valorables y la clasificacién se realiza en funcion del porcentaje de marcadores que

muestran inestabilidad:

- Altainestabilidad de microsatélites (MSI-H): 31-100%
- Bajainestabilidad de microsatélites (MSI-L): 21-30%
- Microsatélites estables (MSS): 0-17%

- Resultados no concluyentes: 18-20%

Existen regiones en el genoma cuyas caracteristicas hacen que no sea posible determinar con
exactitud los cambios en su secuencia (regiones homopoliméricas, repetitivas o de alta

homologia). Debido a limitaciones intrinsecas de la tecnologia de secuenciacién masiva para el



analisis de estas regiones, podrian existir variantes de interés clinico en la muestra que hayan
podido no ser detectadas.

Igualmente, en el caso de alteraciones minoritarias en el tumor, podria no conseguirse un niumero
representativo de fragmentos durante la generacién de la libreria por hibridacion de captura,
impidiendo la obtencién de un numero suficiente de secuencias para la deteccidén de esas
alteraciones. Segun especificaciones del fabricante, la deteccion de las alteraciones cubiertas
por el panel Action OncoKitDx puede verse comprometida cuando la profundidad de lectura de

la secuenciacion es menor de 200 lecturas (200x).

La nomenclatura de las mutaciones y variantes identificadas se ajusta a las recomendaciones de
Human Genome Variation Society (HGVS) (18).

En el caso de las bases de datos de consulta online, se ha utilizado la versién vigente en la fecha
de emision del informe de resultados. La informacién contenida y la interpretacion de los
resultados realizada en base a ellas es susceptible de sufrir modificaciones en futura
actualizaciones. Globalmente, el analisis de los datos y el manejo de los resultados obtenidos se
ajusta a un abordaje interpretativo basado en el conocimiento existente hasta el momento de la

fecha de emision del informe (19).

El empleo de la tecnologia de secuenciacion masiva para la realizacién de una anotacion
molecular exhaustiva de los tumores se ajusta a las recomendaciones de la European Society of
Medical Oncology, ESMO (20).

Los resultados recogidos en este informe pretenden contribuir a una mejor caracterizacion
molecular del tumor del paciente, proporcionando informacion sobre alteraciones genéticas de
utilidad clinica, asi como la identificacidon de posibles dianas terapéuticas. No obstante, estos
resultados deben ser considerados en el contexto clinico del paciente y su uso para su manejo

o en latoma de decisiones terapéuticas sera contemplado por el oncélogo solicitante del estudio.

5.6 Metaanalisis

Este estudio sintetiza los hallazgos de investigaciones previas mediante una recopilacion de la
literatura con un total de nueve articulos y 242 casos cumpliendo con criterios de inclusion, como
son la expresidon inmunohistoquimica en el estroma de la lesion y en el epitelio glandular de
ciertos anticuerpos como CD10, h-caldesmon, desmina, vimentina, SMA, B-catenina, Ki67, RE,
RP, pancitoqueratina, PTEN y el estudio molecular de PMS2, MSH6, P53, MLH1, P16.

Se ha empleado una estrategia de simplificacion con el propésito de optimizar la compresion de
los resultados obtenidos de los diferentes articulos de la siguiente forma: de 1% a 33% positivo

(+/+++), de 34% a 66% positivo (++/+++), 67% a 100% positivo (+++/+++) y resultados negativos

()-
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6. RESULTADOS

En la presente seccion de resultados, es importante destacar una limitacion significativa en el

analisis comparativo de los datos obtenidos. Se observa una variabilidad considerable en la

metodologia de reporte entre los estudios analizados. Mientras algunos autores (5, 8, 17)

proporcionan resultados expresados como un total de pacientes evaluados, otros se limitan a

informar la frecuencia de resultados positivos o negativos (21, 26-28). Esta discrepancia en la

presentacion de los datos impide la aplicacién de técnicas estadisticas convencionales para un

analisis unificado.

IHQ GLANDULAR
N° B- Ki67 RE/RP | Pancitoqueratina PTEN+
casos | Catenina
CASO 1 + + +
PROPIO
YUE 99 2+ + +
TAKASHI 7 + +
NEMEJCOVA | 21 2+ 3+
OTA 6 3+
LU 36 + +
TERADA 5 + + 2+
SOosLow 23 + 3+
TABLA 1. Estudio de la IQH glandular en el APA.
IHQ ESTROMAL
N° CD10- H- Desmina | Vimentina SMA
caldesmon-
CASO 1 + +
PROPIO
YUE 99 - - 3+ 3+
TAKASHI 7 - +
LU 36 + - +
TERADA 5 2+ 2+ 3+ +
SOSLOW 23 2+ 3+
KIHARA 12 2+ + 2+ 3+

TABLA 2. Estudio de la IHQ estromal en el APA.
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ESTUDIO MOLECULAR

N° PMS2 MSH6 P53 MLH1 CTNNB1 P16
CASO PROPIO 1 + +
NEMEJCOVA 21 2+ 2+ N 3+
YUE 99 3+ 3+ 2+ + 3+
TAKASHI 7
OTA 6 N 3+ -
LU 36
WORREL 32 3+
KIHARA 12 2+ 3+

TABLA 3. Estudio molecular APA.

MARCADORES Adenomioma Polipoide Adenocarcinoma
Atipico endometrial
B-catenina + +
P16 + -
RE + +
PR + +
Pancitoqueratina + +
CD10 - +
Caldesmon - +

TABLA 4. Diagnéstico diferencial entre APA 'y CE.

Empleando la técnica de IHQ glandular, se evalla la presencia de B-catenina. Los hallazgos se
alinean con los de otros tres estudios previos, que también reportaron una expresion positiva de
B-catenina en las muestras analizadas. Incluyendo el caso propio, este patrén de expresion
positiva ha sido observado en un total de cuatro estudios, lo que refuerza la consistencia y
potencial importancia como biomarcador en el tejido glandular. Ki 67 como marcador de
proliferacion celular se ha encontrado positivo en cuatro estudios, no obstante, con un indice de
positividad bajo, como es frecuente en tejidos benignos. RE y RP muestran resultados positivos
en cuatro estudios, junto con los hallazgos positivos del caso propio. La pancitoqueratina ha
expresado fuerte positividad en dos estudios, coincidiendo con el caso propio. EI PTEN es una
proteina supresora de tumores, y su pérdida puede indicar un potencial maligno, ha sido
analizado en dos estudios, resultando positivo en ambos casos. La pérdida de expresion de
PTEN se observa comunmente en carcinomas endometriales, especialmente en los tipos

endometrioides.
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En el contexto de la IHQ estromal, la vimentina destaca la expresion positiva en la totalidad de
los casos en dos estudios, sefialar que, fuera de los mencionados estudios no se ha investigado
la presencia de este biomarcador en el resto de la literatura revisada. En cuanto a la desmina,
ha demostrado una positividad fuerte en cuatro estudios previamente publicados incluyendo la
propia investigacion, este patron de expresion robusta se ha confirmado en un total de cinco
estudios, destacando la fiabilidad de la desmina como biomarcador en tejidos glandulares
especificos. H-caldesmon ha sido objeto de estudio en una cantidad limitada de investigaciones,
de los tres articulos que abordan su andlisis, dos reportan resultados mayoritariamente
negativos, mientras que el tercero identifica una expresion positiva. Respecto al CD10, se
observé negativo en dos estudios y positivo en tres, a destacar que en uno de los estudios con
resultado negativo incluyé un tamafio muestral de 99 pacientes, lo que refuerza la relevancia de
este (5). Por ultimo, respecto a la presencia del anticuerpo SMA, se observa una notable
coherencia en los hallazgos reportados. De manera especifica, cinco investigaciones previas han
documentado resultados positivos consistentes en la expresion de este anticuerpo. Sumando el
caso propio, el estudio actual refuerza y extiende estos hallazgos, corroborando la asociacién

positiva del anticuerpo SMA.

En el analisis del estudio molecular reflejado en la Tabla 3, el marcador p16 ha mostrado fuerte
positividad en cuatro estudios, incluyendo el caso propio. EI MLH1 y PMS2 estudiados

exclusivamente en dos investigaciones, han resultado fuertemente positivos en ambos casos.

En un estudio se investigaron siete lesiones de APA y encontraron que en todas ellas el gen
CTNNB1 era positivo a mutaciones, lo que sugiere una relacion con la actividad de la B-catenina.
(21). Este hallazgo contrasta con otro analisis en el cual las mutaciones en el gen CTNNB1
resultaron ser negativas en los 6 casos (22). No obstante, en la literatura previa se observa una

concordancia con los datos proporcionados por el primer estudio.

Respecto a la Tabla 4 se compara la expresion de varios marcadores inmunohistoquimicos entre
el adenocarcinoma polipoide atipico y el adenocarcinoma endometrial. EI CD10 y el h-caldesmén
resultaron negativos en el APA, mientras que estos mismos marcadores mostraron positividad
en los casos de CE. En contraste el p16, con resultados positivos para el APA y negativo en el
CE. En cuanto al resto de los marcadores utilizados (RE, RP y pancitoqueratina) resultan

positivos en ambos casos.

1. ALTERACIONES GENETICAS

Estudio de mutaciones: CTNNB71 (NM_001904.3), mutacién: c.94G>T p.(Asp32Tyr), con

frecuencia alélica del 11%.

Estudio de reordenamientos: No se ha detectado ninguno de los reordenamientos cubiertos por

el panel Action OncoKitDx.
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Estudio de alteraciones en el numero de copias: No se ha detectado ninguna amplificacion o

delecion focal de los genes cubiertos por el panel Action OncoKitDx, asi como tampoco

alteraciones en el numero de copias que afectan a grandes regiones cromosdémicas o brazos

completos (Figura 1).
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FIGURA 1. Analisis de alteraciones en el numero de copias a lo largo de todo el genoma,

reflejandose, en su caso, las ganancias y pérdidas, en rojo y en azul, respectivamente, de

grandes regiones cromosomicas.

2. ESTUDIO DE INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Efecto Proporcion inestable Marcadores inestables Marcadores
valorables/Total de
marcadores analizados

MSS 15% 16 105/110

3. ESTUDIO DE FARMACOGENETICA
Gen Variante Genotipo Farmaco
MTHFR
c.665C>T G/A Metotrexato
(NM_005957) rs1801133
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4. ESTUDIO HISTOLOGICO

Se recibieron varios fragmentos que median en conjunto 2.1 x 1.3cm y dos fragmentos que
median en conjunto 0.6 x 03cm con una inclusion total de ambos, correspondiendo a un mioma
y polipo respectivamente. Histologicamente se contemplé un tumor bifasico formado por
glandulas endometrioides, generalmente con arquitectura compleja y a veces atipia citologica, el
componente glandular a menudo mostraba una arquitectura lobulada, estroma fibromiomatoso
benigno, con cambio mixoide y metaplasia morular escamosa. Margen no valorable por el tipo
de reseccion practicada. En la muestra se observé un endometrio de aspecto proliferativo y el
estudio IHQ reflejo6 los siguientes resultados: positividad nuclear de B-catenina,
pancitoqueratina, RE y RP positivos en las glandulas, SMA y desmina positivas en musculo

estromal, P16 positivosen mérulas escamosas.

BN 7 e O S
1 a Y "I == }]-‘ ‘l‘:‘.» s i
' v,?;;«; ,.\” P

a) Se observa la zona morular, parte estromal y glandular. H-E 22.50x b) Destaca inmunotincion

positiva del estroma. Actina 7.90x

c) Positividad para las células del revestimiento glandular y tincion completa de la mérula.
Queratina AE1- AE3 11.85x d) Inmunoexpresion positiva exclusivamente en morulas. P16
11.85x
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b)


e) Positividad en epitelio glandular y del estroma intensa, débil o ausente en las moérulas. RE
11.85x f) Inmunotincion positiva en epitelio glandular, escasa en estroma y ausente en morulas.
RP 7.90

7. DISCUSION

Se abordan aspectos clave de la expresion de diversos marcadores inmunohistoquimicos y
moleculares en funcion del area del tejido estudiado, destacando su importancia diagndstica y

potencial terapéutico.

Se observa una expresion positiva consistente de B-catenina. Este patrén reafirma su utilidad
como biomarcador en tejido glandular, apoyando su rol en la progresion tumoral. Similarmente,
marcadores como Ki 67, RE, RP y la pancitoqueratina, también han demostrado uniformidad en
sus resultados positivos a través de multiples estudios, lo que refuerza su validez y relevancia

en contextos clinicos especificos.

LA IHQ estromal revela que marcadores como vimentina y desmina exhiben una positividad
fuerte y consistente, sugiriendo su valor en la identificacion de caracteristicas especificas del
tejido estromal. Sin embargo, la limitada investigacion sobre otros biomarcadores como h-
caldesmon y la vimentina en la literatura apunta a una oportunidad para estudios adicionales que

podrian explorar su papel en otras condiciones patolégicas.

En cuanto al diagnostico diferencial entre el APA y CE (Tabla 4): ambas lesiones presentan
expresion positiva para B-catenina, RE, RP y pancitoqueratina, sugiriendo similitudes en vias
celulares subyacentes. Tanto en el CE como en el APA, la expresion alterada de (-catenina
juega un papel en la patogénesis y puede servir como un marcador para el diagndstico y la
evaluacion del potencial maligno. Sin embargo, los patrones de mutacion y la dinamica de la
expresion pueden variar, lo que refleja las diferencias en la biologia subyacente de estas
lesiones. Se sugiere que las anomalias en el gen de la B-catenina (CTNNB1) activan ciertas vias

de sefalizacion dentro de las células. Esta activacion es probablemente una consecuencia de
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mutaciones genéticas y desempeia un papel crucial en cédmo se organizan y comportan las

células epiteliales (21).

En cuanto a la diferencia del marcador p16, en el APA esta expresion positiva podria estar
relacionada con cambios celulares atipicos, con una regulacion del ciclo celular parcialmente
activa, en contraste con el CE, en el que la expresion negativa refleja un estado mas avanzado
de desregulacion del ciclo celular y malignidad, en base a investigaciones se demostrd una
mayor reactividad p16 estromal en APA en comparacion con el carcinoma endometrioide

mioinvasivo (6).

La pancitoqueratina en ambos casos indica la naturaleza epitelial de las lesiones. El h-caldesmon
en el CE, podria estar implicado en la progresién del tumor a través de su impacto en la movilidad
celular, cambios en la expresion pueden afectar la capacidad de las células de invadir tejidos
adyacentes y su diseminacion a distancia, no se expresa en el estroma endometrial normal ni en
neoplasias del estroma endometrial, por lo que tiene utilidad como marcador especifico y

sensible en el contexto de tumores mesenquimales uterinos (23).

ElI CD10 es un marcador estromal y se expresa naturalmente en el estroma endometrial normal,
como también se observa en el CE, mientras que en el APA la expresién estd ausente o
débilmente positiva, en otros estudios se analizé la utilidad de la IHQ de este marcador para el
diagnostico de APA frente al CE, en su cohorte de las siete lesiones de APA solamente una
mostraba una tinciéon débil focal del estroma entre las glandulas, a diferencia de los 19

carcinomas mioinvasivos con clara positividad (25).

Aunque el estudio identifica marcadores potenciales para la diferenciaciéon de adenomioma vy
adenocarcinoma, estudios adicionales con muestras mas grandes son necesarios para validar

estos hallazgos.

8. CONCLUSION

La investigacion sobre el adenomioma polipoide atipico aborda una importante distincion
diagnostica frente al carcinoma endometrioide, fundamentada en la diferenciacion mediante
marcadores inmunohistoquimicos y moleculares. Esta diferenciacion es crucial, ya que el APA,
siendo una lesidn mayormente benigna, permite en casos seleccionados un manejo clinico

conservador, a diferencia del CE que requiere tratamientos mas radicales.

En el diagndstico diferencial entre APA y CE, la presencia de patrones comunes de expresion de
varios biomarcadores sugiere similitudes en sus vias celulares subyacentes. Sin embargo,
diferencias en la dinamica de expresién y mutaciones genéticas, especialmente en genes como

CTNNBH1, subrayan las distinciones en la biologia de estas lesiones. Ademas, la variabilidad en
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la expresién de marcadores como p16 y h-caldesmon entre APA y CE refleja sus roles

diferenciados en la regulacién del ciclo celular y la progresion del tumor.

La caracterizacion molecular de la muestra remitida con el panel Action OncoKitDx ha detectado
la presencia de una mutacion puntual en el gen CTNNB1 [c.94G>A, p.(Asp32Tyr)]. En el analisis
de los datos obtenidos, los resultados muestran una concordancia significativa con los hallazgos
previamente reportados en la literatura. Se identifica la mutacion en el gen CTNNB1 [c.94G>A,
p.(Asp32Tyr)], la cual presentd una frecuencia alélica del 11%. Este hallazgo refuerza las
tendencias observadas en estudios similares. Adicionalmente, no se observaron
reordenamientos en las regiones analizadas, lo cual esta en linea con las expectativas basadas

en la patologia de estudio.

El gen CTNNB1 codifica el factor de transcripcién p-catenina que esta implicado en la via de
sefializacion Wnt y juega un papel importante en los procesos de adhesion y migracién celular.
Las mutaciones en el gen CTNNB1 tienen un efecto oncogénico y se han descrito en distintos
tumores solidos, incluyendo neoplasias de origen ginecoldgico (29,30). El bloqueo terapéutico
de la via Wnt se ha contemplado para el tratamiento de diversos tumores y las evidencias
apuntan a que aquellos tumores con mutaciones en el gen CTNNB1 requeririan una inhibicién
farmacologica directa sobre B-catenina ya que mostrarian resistencia a tratamientos dirigidos

frente a componentes que actuan en niveles superiores de la via de sefalizacién (31-34).

Respecto al analisis de microsatélites, la muestra analizada presenta ausencia de inestabilidad
de microsatélites. Se recomienda valorar este resultado en el contexto clinico de la paciente.
Ante la consideracion de un tratamiento basado en inmunoterapia, las evidencias apuntan a una
relacion entre la presencia de alta inestabilidad de microsatélites y la respuesta a inhibidores del
checkpoint PD-1/PD-L1 del sistema inmune (35-38).

Respecto al anadlisis de farmacogenética, se ha detectado la variante c.665C>T en el gen MTHFR
(rs1801133), polimorfismo que esta asociado con la respuesta a tratamiento con metotrexato.
Los pacientes con cancer y el genotipo heterocigoto GA tratados con metotrexato pueden
presentar mayor riesgo de toxicidad que los pacientes con genotipo GG y menor riesgo que de
toxicidad que los pacientes con genotipo AA. En la interpretacion de los hallazgos del estudio de
farmacogenética no puede descartarse que otros factores genéticos y clinicos también puedan

influir en la respuesta a los farmacos indicados (39).

El estudio proporciona una base sélida para el uso de estos biomarcadores en el diagndstico
clinico y sugiere areas para futuras investigaciones que podrian mejorar nuestra comprension y
tratamiento de estas condiciones patoldgicas. Se recomienda la realizacién de estudios
adicionales con muestras mas grandes para validar estos hallazgos preliminares y

potencialmente descubrir nuevos marcadores diagndsticos y terapéuticos.
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