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RESUMEN 

 

Objetivo: Determinar la sensibilidad de la PCR digital para detectar 

mutaciones en el gen PIK3CA en tumor y su nivel de concordancia en el 

plasma de pacientes peruanas con cáncer de mama. Metodología: Estudio 

observacional, analítico, transversal, en el que se recolectaron 59 muestras 

de tumor y 43 de plasma preoperatorio de pacientes con cáncer de mama. 

Los tumores fueron analizados por secuenciación Sanger y PCR digital 

para tres mutaciones comunes de PIK3CA (E545K, H1047R y H1047L), 

mientras que el plasma fue analizado solo por PCR digital para las dos 

primeras mutaciones. Resultados: La secuenciación de los tumores 

identificó en total siete pacientes (11.8%) con mutaciones en el gen 

PIK3CA, de las cuales tres corresponden a la mutación H1047R y cuatro a 

E545K. La PCR digital identificó las mismas, pero detectó 37 pacientes 

adicionales con por lo menos una mutación, 33 de E545K, diez de H1047R 

y dos de H1047L. La comparación entre PCR digital y secuenciación 

presentó una sensibilidad de 100% con una especificidad de 73.53%. Las 

43 muestras de plasma preoperatoria fueron analizadas por PCR digital. Se 

encontraron dos casos mutados, los cuales fueron confirmados por el 

análisis de tumor. La concordancia de la PCR digital entre tumor y plasma 

fue débil (k=0.074). Conclusiones: La PCR digital presenta una alta 

sensibilidad en detectar mutaciones PIK3CA en tumor respecto a la 

secuenciación Sanger y una concordancia débil entre tumor y plasma, 

según el presente estudio. 

Palabras clave: biopsia líquida, cáncer de mama, PIK3CA, PCR digital, 

secuenciación Sanger. 
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ABSTRACT 
 

Objective: To determine the sensitivity of digital PCR to detect mutations in 

the PIK3CA gene from tumors of Peruvian patients with breast cancer and 

its level of concordance in plasma. Methods: A cross-sectional study where 

59 tumors and 43 presurgery plasma samples from breast cancer patients 

were collected. Tumors were analyzed by Sanger sequencing and digital 

PCR for 3 common PIK3CA mutations (E545K, H1047R y H1047L). 

Matched plasma samples were analyzed only by digital PCR for E545K and 

H1047R mutations. Results: The sequencing of tumor samples identified in 

total seven patients (11.8%) with PIK3CA mutations from which three 

correspond to H1047R and four to E545K. Digital PCR confirmed those 

mutations and identified 37 additional patients with at least one mutation: 33 

of E545K, ten of H1047R and two of H1047L. The comparison between the 

results of digital PCR and Sanger sequencing show a sensitivity of 100% 

and a specificity of 73.53%. Additionally, 43 presurgical plasma samples 

were analyzed by digital PCR. Two cases where detected and confirmed by 

tumor analysis. The concordance of digital PCR between tumor and plasma 

was weak (k= 0.074). Conclusions: Digital PCR demonstrated a high 

sensitivity to detect mutations in tumor samples compared with Sanger 

sequencing and to have a weak concordance between tumor and plasma 

according to this study.  

Key words: liquid biopsy, breast cancer, PIK3CA, digital PCR, Sanger 

sequencing. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer de mama es el tipo de cáncer más frecuente en mujeres a nivel mundial 

y la causa número uno de muerte en el mismo género, tanto en países 

desarrollados como en desarrollo. En total, se han reportado 1.7 millones de 

casos y 521 900 de muertes durante 2012.(1)  

En el Perú, figura como el tercero más frecuente, considerando ambos sexos, 

pero segundo, si se toma en cuenta solo al sexo femenino,(2) con una incidencia 

de 34 casos al año por cada 100 mil mujeres, con un total de 4300 casos nuevos 

al año y una tasa de mortalidad de 10.8 por mil mujeres o lo equivalente a 1400 

muertes al año.(2,3) 

En estadios tempranos, el cáncer de mama suele ser tratado con terapias locales 

como la resección quirúrgica del tumor primario.(4) Sin embargo, al no existir una 

herramienta confiable que pueda cerciorar la ausencia total a nivel microscópico 

de enfermedad residual, sea local o a distancia, se debe iniciar una terapia 

adyuvante sistémica o radioterapia.(5) Esta puede llevar a consecuencias 

negativas en el organismo como neuropatías, mayor predisposición a 

infecciones, fallas cardiacas y leucemias secundarias.(6) El desarrollo de nuevos 

métodos y descubrimiento de factores lo suficientemente sensibles para detectar 

enfermedad residual poscirugía, podría ayudar a estratificar a los pacientes 

según el riesgo de recurrencia, para evitar innecesarias exposiciones a los 

fármacos adyuvantes.(6)  

Desde su descubrimiento, por Mandel y Métais (7), los ácidos nucleicos libres en 

sangre se han perfilado como una alternativa en proporcionar, a diferencia de las 

biopsias tumorales, información en tiempo real de los perfiles genéticos de los 

tumores. Con ello, podrían ayudar en identificar su patogénesis, progresión y 

respuesta al tratamiento, brindando información de carácter predictiva y/o 

pronóstica, por ende, una selección personalizada de la terapéutica a seguir por 

el paciente.(8-11) 

Nuevas estrategias terapéuticas apuntan a la inhibición de vías moleculares 

responsables del crecimiento descontrolado celular o de la resistencia a la 

apoptosis, (12,13) tanto en combinación con terapias endocrinas (13) como en 
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monoterapia.(12) Dentro de estas estrategias terapéuticas, se encuentra la 

inhibición de la vía de señalización del PI3K/AKT/mTOR. Esto debido a que su 

activación es común en el cáncer de mama, producen crecimiento celular y 

proliferación tumoral, además de tener un papel importante en la resistencia al 

tratamiento endocrino, a la terapia dirigida contra HER2 y a la terapia citotóxica 

en este tipo de cáncer.(14-16) 

Uno de los genes encargados de codificar esta vía es el gen PIK3CA (17)  y su 

mutación está considerada como la segunda más frecuente en el cáncer de 

mama,(18) con una frecuencia entre 16.4 a 45%.(19) La mayoría de sus mutaciones 

se concentran en regiones calientes en los exones 9 (E542K y E545K) y 20 

(H1047R y H1047L).(19)   

A pesar de que el rol que cumple este gen mutado en el cáncer de mama es 

todavía controversial, varios autores coinciden en el gran valor pronóstico y 

predictivo que tiene su presencia y que puede ayudar en la selección de 

pacientes para terapias específicas e individualizadas y detectar posibles 

recidivas.(5,6,20)  

Existen diversas tecnologías, basadas en la reacción en cadena de polimerasa 

(PCR), capaces de detectar ácidos nucleicos libres en plasma como el caso de 

la PCR digital. (21) Esta es considerada como un método ideal para la 

identificación de genes y/o mutaciones que se encuentran en pequeñas 

concentraciones dentro de una muestra, para lo cual realiza una cuantificación 

absoluta y precisa de las secuencias blanco amplificadas.(2) 

Diversos autores han logrado detectar mutaciones del gen PIK3CA a partir de 

los ácidos nucleicos libres en plasma por medio de la PCR digital en gotas;(5,23-

25) sin embargo, existen pocos estudios que utilicen el sistema de PCR digital 

basado en chips para detectar estas mutaciones en pacientes con cáncer de 

mama.  

Es por ello y por la necesidad de identificar nuevos métodos lo suficientemente 

sensibles para realizar perfiles genéticos a partir de plasma, que se diseñó un 

estudio observacional, analítico y transversal con el objetivo de determinar la 

sensibilidad de la PCR digital (basada en chips) en detectar las mutaciones en 
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el gen PIK3CA en tumor y su nivel de concordancia en el plasma de pacientes 

peruanas con cáncer de mama. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Antecedentes 

En el año 2005, Saal LH et al. publicaron un estudio observacional con el objetivo 

de investigar la relación entre las mutaciones del gen PTEN y el gen PIK3CA. Se 

analizaron 292 tumores primarios y 50 líneas celulares por medio de PCR 

convencional y secuenciación. Se estudiaron los exones 1,2,4,5,7,9,12,13,18 y 

20 del gen PIK3CA y en el gen PTEN  los exones del 1 al 9. De los 292 tumores, 

se encontraron 77 casos positivos (26%) para mutaciones en el gen PIK3CA y 

14 de las 50 líneas celulares (28%) para la misma mutación. Las mutaciones se 

agruparon en puntos calientes en el exón 9 y 20. De los casos positivos, 31 

provenían del exón 9 y 49 del exón 20; 7 mutaciones fueron encontradas en el 

exón 7,2 en los exones 1,4 y 13 y solo una mutación en el exón 18. Además, se 

reportó una asociación significativa entre las mutaciones PIK3CA y la expresión 

normal del PTEN y una asociación significativa entre la expresión de receptores 

de estrógeno, progesterona, la presencia metástasis en los nódulos linfáticos y 

la sobreexpresión de HER2 con las mutaciones PIK3CA.(26)      

Board RE et al. publicaron, en  2010, un estudio tipo observacional, prospectivo, 

analítico que incluyó como población a 50 pacientes con cáncer de mama 

metastásico y 30 pacientes con cáncer de mama operable, con la intención de 

evaluar la factibilidad en detectar mutaciones del gen PIK3CA en cfDNA del 

plasma o suero de los mencionados pacientes y equipararlos con sus respectivas 

muestras tumorales utilizando la técnica ARMS (por sus siglas en Ingles). La 

investigación logró detectar mutaciones de PIK3CA en 13/46 muestras de 

plasma y 10/46 de suero. Se encontró una concordancia con sus respectivas 

muestras tumorales del 95% y mutaciones en las muestras tumorales de 14/30 

pacientes con cáncer de mama operable, mas no en sus respectivas muestras 

de sangre. La investigación concluyó que es factible utilizar los cfDNA para 

detectar mutaciones en  PIK3CA en pacientes con cáncer de mama metastásico. 

(20) 
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En el año 2012, una investigación observacional, con un componente 

retrospectivo y otro prospectivo, fue publicada por Higgins MJ et al, con el 

objetivo de evaluar si es factible identificar mutaciones del gen PIK3CA en cfDNA 

de sangre periférica de pacientes con cáncer de mama metastásico utilizando el 

método BEAMing. En el estudio retrospectivo, se recolectaron muestras de 49 

pacientes, mientras que en el prospectivo fueron enrolados 60 pacientes. La 

investigación determinó una frecuencia similar en ambas cohortes. En la cohorte 

retrospectiva, la concordancia del estatus mutacional en plasma y tumor por 

medio del BEAMing fue del 100%. En la fase prospectiva, la concordancia fue de 

72.5% entre BEAMing y secuenciación respecto a las muestras tumorales. Sin 

embargo, cuando se compararon los resultados de plasma y tumor (ambos 

evaluados por BEAMing) la concordancia fue de 100%. Se concluyó que es 

factible detectar la mutación PIK3CA a través del análisis del cfDNA derivado del 

plasma.(27) 

Además, se publicó, en el año 2012, una investigación retrospectiva, analítica en 

Brasil por Mangone FR et al. que incluyó 86 muestras de tumor primario de Ca. 

de mama con el objetivo de identificar mutaciones en los exones 9 y 20 del gen 

PIK3CA y determinar la relación entre el estatus mutacional, los aspectos clínico-

patológicos de los pacientes y su desenlace. La investigación determinó que el 

27% (23 pacientes) poseían mutaciones en el gen PIK3CA. No se encontraron 

diferencias significativas entre las características clínico-patológicas o el estatus 

del receptor hormonal respecto a los pacientes que poseían o no las mutaciones. 

Tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a la supervivencia 

específica para el cáncer, pero sí se encontró que la presencia de mutaciones 

en el exón 20 estaba asociada significativamente a un peor tiempo de 

supervivencia y libre de enfermedad. Se concluyó que la presencia de 

mutaciones en el exón 20 del gen PIK3CA está asociada a un mal pronóstico en 

pacientes con cáncer de mama.(19) 

Por otro lado, en 2014, se publicó en el repositorio de la Universidad de John 

Hopkins, la tesis de Maestría de Valda Toro PL, una investigación observacional, 

prospectiva en la cual se buscaba estudiar la factibilidad en detectar dos tipos 

comunes de mutaciones en el gen PIK3CA a partir de cfDNA de pacientes con 

Ca. de mama en estadios iniciales (I-III). Se utilizaron dos métodos de PCR: 
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BEAMing y ddPCR (por sus siglas en inglés). El estudio contó con la participación 

de 29 pacientes, de las cuales se obtuvo una muestra de sangre preoperación y 

la muestra tumoral; sin embargo, tan solo en 17 de ellas se consiguió muestra 

de sangre postoperación. La investigación demostró que ambos métodos 

presentan una alta especificidad; sin embargo, el BEAMing presentó una baja 

sensibilidad de 30% comparado con la alta sensibilidad (93.3%) del ddPCR.(5) 

En el Perú, se desarrolló un estudio por Castañeda CA et al. publicado en el año 

2014. Su objetivo fue determinar la prevalencia de mutaciones PIK3CA en 

pacientes peruanas con cáncer de mama con amplificación de HER2 y triple 

negativo. Se utilizaron 134 tumores primarios provenientes de dos cohortes. El 

primer cohorte estuvo compuesto por 51 pacientes provenientes del ensayo 

clínico ALTTO con receptores de estrógeno y o progesterona positivos y HER2 

positivos. El segundo cohorte estuvo conformado por 83 pacientes triple negativo 

que habían recibido previamente neoadyuvancia. El estatus mutacional fue 

analizado en las muestras de tumor correspondientes a la primera cohorte por el 

secuenciador de ADN automático ABI Prism 3130, mientras que las del segundo 

cohorte fueron analizadas por secuenciación de próxima generación. El estudio 

encontró una prevalencia total de 15.7% correspondientes a 21 casos. Las 

mutaciones en el exón 20 fueron las más frecuentes, 11 en total de donde 10 

correspondieron a la mutación H1047R y tan solo una a H1047L. En el exón 9 la 

mayoría correspondieron a la mutación E545A: 7, seguido de la mutación E545K: 

2 y E545Q: 1. En ningún caso se encontraron mutaciones de ambos exones. Al 

realizar el análisis de asociación entre el estatus mutacional y las variables 

clinicopatológicas, solo se encontró que las mutaciones PIK3Ca tendían a estar 

presentes en los casos HER2 positivo. Con el resto de variables, no se encontró 

asociación.(28) 

En el año 2015, se publicó un estudio observacional, retrospectivo analítico por 

Oshiro C et al. que incluyó como población a 313 pacientes con Ca. de mama 

con estadio I-III con el objetivo de desarrollar un método lo suficientemente 

sensible y específico para detectar mutaciones PIK3CA a partir de cfDNA (de 

suero) usando PCR digital en chip (dPCR). La investigación determinó que la 

dPCR fue altamente sensible y específica en detectar las mutaciones. Por otro 

lado, la presencia de mutaciones mostró un peor tiempo de supervivencia y libre 
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de enfermedad. Además, la presencia de un alto número de copias fue un factor 

pronóstico significativo e independiente de los parámetros convencionales.(29) 

Finalmente, en el año 2017, García-Saenz JA et al. publicaron un estudio 

observacional, prospectivo analítico con el objetivo de comparar la información 

clínica proporcionada por la cuantificación de mutaciones PIK3CA en muestras 

de plasma de pacientes ER positivo con marcadores tumorales 15-3 y CEA y 

estudios de imágenes. Participaron 49 pacientes y se estudiaron las mutaciones 

del gen PIK3CA: E542K, E545K y H1047R, las cuales fueron analizadas en 

tumor por el COBASR PIK3CA mutation test y confirmadas por QuantStudio 3D 

PCR System arrojando una concordancia del 100% entre ellas. Se encontraron 

11 (22.4%) de pacientes con la mutación H1047R, 5 (10,2%) para E545K y 4 

(8,1%) para E542K. Las muestras de plasma fueron analizadas también por el 

QuantStudio 3D PCR System. Los autores encontraron una concordancia 

moderada K= 0.591 (IC 95%: 0.371-0.811) entre plasma y tumor; sin embargo, 

al restringir el análisis a solo pacientes con estadios avanzados (IV) se halló una 

buena concordancia con una sensibilidad de 77% y  especificidad de 100%, valor 

predictivo positivo (VPP) de 100% y un valor predictivo negativo (VPN) de 86%. 

Por otro lado, como análisis exploratorio, los autores encontraron una correlación 

entre las fluctuaciones de los alelos mutados de PIK3CA con los cambios en el 

tamaño de las lesiones, según estudio de imágenes, mas no con la respuesta al 

tratamiento.(30) 

 

1.2  Bases teóricas 

Cáncer de mama 

El cáncer de mama es una proliferación maligna de células epiteliales 

provenientes de los ductos o lóbulos de la mama. Su inicio se da en una sola 

célula transformada, la que termina dando origen a una línea germinal de células 

mutadas, las cuales pueden existir por un periodo largo de manera oculta como 

enfermedad in situ o invasiva. (31) 

La incidencia del cáncer de mama se ha incrementado con la introducción del 

tamizaje por mamografía y continúa en ascenso conforme envejecen más las 
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poblaciones.(32)  Como parte del tamizaje, las mujeres deberían realizarse un 

examen mensual de las mamas con la intención de identificar masas o signos a 

tiempo que puedan indicar la presencia de un carcinoma mamario. Entre las 

características más relacionadas a este tipo de cáncer están: tener una 

consistencia dura, irregular, adherida a planos subyacentes y ser indolora.(31) 

El uso de las mamografías puede ser de manera diagnóstica o a manera de 

tamizaje. La primera se realiza para valorar el resto de la mama afectada antes 

de la biopsia o por lo general suele ser utilizada como parte de la estrategia de 

evaluación triple, con lo que se podría excluir una biopsia de manera oportuna.(31) 

La segunda es utilizada posterior a la detección de una anormalidad palpable en 

la mama o como tamizaje anual o bianual a partir de los 40 años,(31) la cual ha 

demostrado una reducción en la mortalidad del grupo etario de 50 a 69 años.(32) 

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar cáncer de mama, se 

encuentran: la predisposición genética, la exposición a estrógenos sean 

exógenos o endógenos, la radiación ionizante, la edad (al menos un cuarto 

ocurre antes de los 50 años y menos del 5% antes de los 35), el sexo (al ser en 

varones solo el 1%), una baja paridad e historia de hiperplasia atípica.(32,33)  

Aproximadamente, el 95% de las neoplasias malignas de mama son 

adenocarcinomas, las cuales se subdividen en carcinomas in situ y en 

carcinomas invasivos. El otro 5% está comprendido por tumores estromales 

como angiosarcomas, rabdomiosarcomas, entre otros.(33)   

Los carcinomas in situ se caracterizan por limitarse, tanto a los conductos como 

a los lobulillos, sin atravesar la membrana basal.(33) Estos, son diferentes de los 

carcinomas invasivos, que atraviesan la membrana basal y suelen asociarse a 

metástasis ganglionares axilares en más del 50% de pacientes. Estos, además, 

pueden estar fijos a la pared torácica y causar retracciones en la piel cuando son 

de gran tamaño. Entre los carcinomas invasivos se encuentran los que no 

presentan algún tipo especial o sin tipo especial (carcinoma invasivo ductal) que 

corresponden aproximadamente el 70-80%, los carcinomas lobulillares (10%), 

los tubulares o cribiformes (6%) y otros de menor frecuencia.(33,34) 
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Los carcinomas sin tipo especial (STE) se subclasifican a su vez en 5 tipos de 

patrones, los cuales tienen relación con el pronóstico y respuesta al tratamiento: 

Luminal A 

 Corresponden al 40-55% de los cánceres STE y están compuestos por cánceres 

positivos para receptores estrogénicos (RE) y negativos para HER2/neu.(35,36) 

Luminal B 

Comprenden aproximadamente el 15 a 20% de los cánceres STE. Son un grupo 

RE positivo con mayor probabilidad de metástasis a ganglios linfáticos. (33,37) 

Similares a la mama normal 

Son el 6 al 10% de cánceres STE, RE positivos, HER2/neu negativos y suelen 

ser bien diferenciados. Se caracterizan por tener un patrón de expresión genética 

similar al tejido normal de la mama.(33)  

Similares al basal 

Caracterizados por la ausencia de RE, receptores de prostaglandinas (RP) y 

HER2/neu (triple negativo) y la expresión de marcadores clásicos de células 

mioepiteliales como la P-caderina y queratinas basales. Corresponden al 13-

25% de los canceres STE.(33) 

HER2 positivo 

Son el 7 al 12% de cánceres STE y comprende a los carcinomas RE negativos 

que sobreexpresan HER2/neu.(33)  

El diagnóstico del cáncer de mama se basa en la combinación del examen clínico 

con el diagnóstico por imágenes y es confirmado por la evaluación patológica. 

Dentro de la evaluación clínica, se encuentra la palpación bimanual de las 

mamas y nódulos linfáticos locales.(32) La evaluación por imágenes está 

conformada por  la mamografía bilateral y ultrasonido, tanto de la mama como 

de los nódulos linfáticos;(37) también se puede realizar una resonancia magnética 

en los casos que el paciente tenga antecedentes familiares de mutaciones tipo 

BRCA, implantes mamarios, canceres lobulares, entre otros.(32) 
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Para el diagnóstico patológico, la muestra debe de obtenerse antes del inicio de 

algún tipo de tratamiento por medio de biopsia con aguja gruesa de preferencia 

y en caso no se disponga con aspiración por aguja fina.(32) El diagnóstico 

patológico final se realizará por medio de la clasificación de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) (38) y el sistema de Estadiaje Tumor-Nódulo y 

metástasis (TNM), además de incluirse el tipo histológico, grado, la evaluación 

inmunohistoquímica (IHC) del estatus de los receptores estrogénicos y para los 

canceres invasivos, la evaluación IHC de los receptores de progesterona (PgR) 

y del receptor humano del factor 2 de crecimiento humano epidermal (HER2).(32)  

El tratamiento del cáncer de mama varía según si este es localizado o 

metastásico. En el caso de cáncer de mama localizado el tratamiento suele tener 

un componente quirúrgico y uno médico.(31, 39) 

Respecto al quirúrgico, actualmente existe una tendencia a realizar el 

tratamiento conservador de la mama, donde se logra preservar la mama sin 

comprometer la supervivencia de la paciente, quien, posteriormente, recibe 

sesiones de radioterapia sea a toda la mama o solo a la región afectada. La 

combinación de este tipo de cirugía y la radiación ofrece una opción equivalente 

o incluso mejor a procedimientos quirúrgicos extensos como la mastectomía.(39) 

La mastectomía es básicamente el retiro quirúrgico de la mama y son 

principalmente tres tipos: La mastectomía radical donde se retira la mama junto 

con el pectoral mayor, pectoral menor, cierta cantidad de piel suprayacente y la 

resección en bloque de todo el contenido axilar; la mastectomía radical 

modificada, en la que, además de la mama, se extraen los ganglios linfáticos de 

niveles I y II y la mastectomía simple o total, en la que se remueve toda la mama, 

pero no se retiran los ganglios linfáticos axilares.(39) 

La radioterapia suele ser indicada posterior a la cirugía conservadora de la mama 

o mastectomía y tiene como objetivo eliminar la enfermedad residual y reducir 

las tasas de recurrencia.(31,39) 

Por otro lado, la terapia sistémica adyuvante es utilizada en pacientes que ya 

recibieron una terapia local, pero que tienen riesgo de recidiva.(31) Esta terapia 

consiste en la administración de tratamiento hormonal, quimioterapia y/o 
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trastuzumab. La terapia hormonal se utiliza en pacientes con receptores para 

estrógenos y/o progesterona positivos para evitar la estimulación de los 

estrógenos al tumor.(31,39) La quimioterapia consiste en la combinación de 

diversos medicamentos como las antraciclinas, agentes alquilantes, taxanos 

entre otros en forma de esquemas. Finalmente, el trastuzumab, un anticuerpo 

monoclonal contra los receptores HER2/neu.(39) 

Existe, además, un tipo de terapia sistémica adyuvante denominado 

quimioterapia neoadyuvante, la cual es básicamente la administración de terapia 

adyuvante previa a la cirugía con la intención de disminuir el tamaño del tumor y 

lograr que las pacientes puedan tener una cirugía más conservadora. Sin 

embargo, a pesar de haber una respuesta mayor al 75%, no se ha demostrado 

que ella mejore la supervivencia general de las pacientes.(31) 

En el caso del cáncer de mama metastásico, al no considerarse curable, sus 

objetivos se enfocan en obtener una supervivencia prolongada, una buena 

calidad de vida, control de síntomas y supervivencia libre de progresión.(31,40) La 

elección del tratamiento depende del estatus de los receptores estrogénicos y su 

sensibilidad al tratamiento. La terapia hormonal prima sobre la quimioterapia en 

el caso de ser sensible; en caso contrario, se optarán por regímenes de 

quimioterapia que cumplan con los objetivos de tratamiento sin que los efectos 

tóxicos sobrepasen los beneficios.(40) 

 

Gen PIK3CA y su rol en el cáncer de mama 

Las mutaciones en el gen PIK3CA son una de las más frecuentes en el cáncer 

de mama con una frecuencia de 16.4 a 45%.(19). Sus mutaciones fueron 

descubiertas por primera vez en el 2004 en una serie de tumores sólidos. 

Inicialmente, se reportó una baja frecuencia en el cáncer de mama (10%); sin 

embargo, una serie de estudios posteriores terminaron revelando que en 

realidad el cáncer de mama es el más afectado respecto a esta mutación (30%). 

(41) 

EL gen PIK3CA está encargado de codificar una de las isoformas 

correspondientes a la vía de señalización de la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) 
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/AKT/mTOR,(42) vía que está considerada por tener una gran influencia en 

procesos celulares como la diferenciación, supervivencia, proliferación y 

migración celular, (23) además de estar involucrada en la oncogénesis de diversas 

malignidades, en especial el cáncer  de mama.  

La fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) es una kinasa lipídica que fosforila el grupo 

hidroxilo en la posición 3´ del anillo inositol de las enzimas fosfatidilinositol y se 

agrupa en tres clases: I, II y III. De estas, la clase I-A es la más relacionada con 

el cáncer y se compone de tres subunidades catalíticas: p110α, P110β y 

p110δ.(42,43) 

La isoforma P110 α es codificada por el gen PIK3CA el cual está localizado en 

el cromosoma 3q26.3 y consta de 23 exones.(44) La mayoría de sus mutaciones 

se encuentran en dos puntos calientes: E542K o E545Ken el exón 9 y H1047R 

o H1047L en el exón 20.(41) La subunidad catalítica de la P110 α está compuesta 

por un serie de dominios: un dominio kinasa donde se encuentran las mutaciones 

del exón 20, un dominio helical donde se encuentran las mutaciones del exón 9, 

un dominio C2, un dominio RAS, y un dominio N-terminal, el cual corresponde a 

la subunidad reguladora del p85. (45) 

El producto codificado por PIK3CA tiene como función convertir el 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) para que este 

último actué como segundo mensajero activando la tirosina kinasa AKT que a su 

vez activa una serie de cascadas de regulación celular como crecimiento, 

adhesión, apoptosis entre otras. La fosforilación de PIP2 es contrarregulada por 

el homólogo de tensina y fosfatasa (PTEN) quien convierte PIP3 nuevamente a 

PIP2. Una hiperactividad de PIK3CA y/o una hipoactividad de PTEN son una de 

las principales formas de sobre-estimular esta vía de regulación celular 

produciendo la oncogénesis.(45) 

No está totalmente claro los mecanismos por los cuales actúan las diferentes 

mutaciones de este gen; sin embargo, se cree que las mutaciones del exón 9 

permitirían un escape de P110α del efecto inhibitorio del P85 (dominio regulador 

del PI3K).(46,47) Por otro lado, Mankoo et al 2009 realizaron la simulación dinámica 

de Langevin (modelo matemático sobre la dinámica de sistema moleculares) 

para estudiar los posibles mecanismos moleculares de las mutaciones PIK3CA, 
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especialmente H1047R/L y P539. Se encontró que las mutantes por H1047R/L 

presentaba una hendidura catalítica mayor entre los dominios N-kinasa y 

dominio C comparado con los tipos silvestres, además, una mayor motilidad en 

el bucle de activación de la kinasa. Esto podría facilitar la entrada de una mayor 

cantidad de sustratos además de mejorar la relación sustrato-producto 

promoviendo la oncogenesis. Por otro lado, se encontró una mayor cantidad de 

puentes de hidrógeno y puentes de sal en los casos mutados 227 (H1047R/L) y 

230 (P539R) versus 223 en los casos silvestres, lo cual podría brindar una mayor 

termoestabilidad de la estructura proteica y con ello, un mayor tiempo de vida 

media celular. (45) 

Desde su descubrimiento, se ha tenido mucho interés por su potencial uso como 

biomarcador pronóstico y predictivo en diversos tipos de cáncer, como en el caso 

de un estudio realizado en el 2013 en Japón, donde se encontró una asociación 

entre la presencia de mutaciones en el gen PIK3CA y un pronóstico favorable en 

pacientes con carcinoma de células escamosas de esófago curativamente 

resecable(48) . Por otro lado, se ha encontrado que la presencia de mutaciones 

PIK3CA puede tener un pronóstico negativo en pacientes con cáncer de colon 

curativamente resecable(49) y en pacientes con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas(50) o incluso ningún valor pronóstico en el caso de pacientes con 

cáncer gástrico.(51) 

Respecto al cáncer de mama, existe también información controversial respecto 

a su posible propiedad pronóstica, ya que existen diversos estudios que han 

reportado una asociación significativa con factores clínicopatológicos de buen 

pronóstico como la expresión de receptores para estrógeno, tamaño pequeño 

del tumor y un bajo grado histológico del tumor. (25,52,53) Sin embargo, existen 

algunos estudios en los cuales o no se encuentra valor pronóstico a la presencia 

de mutaciones o se determina que tienen un mal pronóstico.(23, 32) 

Por otro lado, se tiene la esperanza de poder utilizar la detección de estas 

mutaciones como herramienta predictiva de terapias hormonales y sobretodo de 

terapias que tienen como objetivo la vía de señalización PI3K, ya que existe 

evidencia preclínica que demuestra la sensibilidad, de células con PIK3CA 

mutado, a los agentes bloqueadores de la vía PI3K.(54,55)  
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Diversos autores han encontrado que los tumores estrógeno positivo o HER2 

positivo en combinación con mutaciones PIK3CA presentan una menor 

respuesta al tratamiento sea antiestrogénico o anti-HER2. Actualmente, se están 

llevando a cabo una serie de ensayos clínicos de fase II y III que utilizan 

inhibidores de PI3K en combinación con tratamiento hormonal. (56, 57) Algunos de 

ellos han brindado resultados satisfactorios como el caso del ensayo clínico 

BOLERO-II el cual es un ensayo de fase III en el cual se agregó everolimus al 

exemestano en pacientes posmenopaúsicas con cáncer de mama avanzado 

positivo para receptores hormonales con un relapso o progresión de la 

enfermedad durante el tratamiento con inhibidores de aromatasa; un estudio 

interino encontró una mejora en la progresión libre de supervivencia de 6.9 

versus 2.8 meses. (58,59) 

 

Fuentes de obtención de las mutaciones del gen PIK3CA 

Tumor 

Los tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina (FFPE, por sus siglas 

en inglés) son una fuente valiosa de información para la investigación médica 

utilizada usualmente en el área de diagnósticos oncológicos.(60) Los tejidos FFPE 

conservan la morfología y detalles celulares y son considerados como un 

procedimiento estándar de preservación para diagnósticos patológicos-

quirúrgicos. Más aún se popularizó el uso de este método tras la primera 

publicación realizada por Shi et al. en 1991 tras usar la recuperación antigénica 

para facilitar la inmunohistoquímica en muestra de tejidos FFPE.(61) 

Si bien el uso de formalina como fijador es un método utilizado en patología 

durante muchos años,(62) fue Blum F la primera persona en utilizar el 

formaldehido como fijador tisular, el cual en su forma de formalina neutralizada 

y tamponada al 10% es, actualmente, el fijador tisular más utilizado, ya que logra 

preservar una gran variedad de tejidos con sus componentes. Según varios 

estudios, es posible lograr una extracción satisfactoria de ADN a partir de tejidos 

FFPE, sin embargo, existen ciertas investigaciones que reportan que el uso de 



 

15 
 

formalina como fijador tisular reduce significativamente la solubilidad y cantidad 

de ADN en el tejido e induce la degradación del mismo.(63) 

Entre algunos problemas que presenta el uso del formaldehido es la 

denaturación del ADN en regiones ricas en adenina y timina del ADN de doble 

cadena y produce regiones para reacciones químicas.(64) Por otro lado, al 

comparar el ADN aislado de tejidos congelados y los fijados en formalina se 

observa una alta frecuencia de secuencias alteradas no reproducibles. Estos 

artefactos se podrían deber a interacciones entre los nucleótidos de citocina en 

cualquiera de las hebras. Como resultado de lo anterior, se ha reportado que en 

la PCR la DNA-Taq polimerasa falla en reconocer la citosina e incorpora una 

adenina en lugar de una guanosina creando una mutación artificial C-T o G-A.(65) 

El proceso que se requiere para la fijación es de al menos una hora por mm de 

espesor del tejido. Normalmente, los tejidos son fijados en el lapso de 24 a 48 

horas. Este tiempo no interfiere en las características histopatológicas del tejido, 

pero sí en la calidad del ADN. (63) 

Entre los criterios recomendados en el uso del formaldehido están: tiempo 

prefijación mínimo (menor a 2 horas), usar formalina neutra al 10% fría, que 

tenga una concentración baja en sal, mantener una fijación fría a 4ºC, duración 

de la fijación de 3 a 6 horas, utilizar el ácido ethylene diamino tetra acético 

(EDTA) como aditivo y evitar un pH bajo.(63) 

Una vez fijados con formalina, los tejidos pasan a ser almacenados en bloques 

de parafina que sirven como una fuente de investigación muy valiosa para futuros 

estudios del tejido.(63) 

 

Ácidos nucleicos libres en plasma 

La respuesta al tratamiento del cáncer de mama es usualmente evaluada a 

través de criterios en cierta forma subjetivos, al depender de la experiencia del 

ejecutor como los clínicos y radiológicos (mamografía y sonografía). Por otro 

lado, si es posible, se pueden utilizar biomarcadores séricos como el antígeno 

CA 15-3 o el sistema CellSearch que realiza un conteo de las células tumorales 
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circulantes. Con estos últimos, se estima un pronóstico malo cuando el conteo 

de células tumorales es mayor o igual a 5 por cada 7,5 ml de sangre o cuando 

se encuentran valores incrementados del CA 15-3; sin embargo, se les ha 

atribuido a ambos una sensibilidad de 60 a 70%. (66,67) Es por ello, y teniendo en 

cuenta que las imágenes no permiten detectar oportunamente los posibles 

cambios tumorales, la necesidad de mejorar la sensibilidad y especificidad de los 

biomarcadores con la intención de un mejor monitoreo de la terapéutica.(67) 

En el año 1948, Mandel y Métais describieron por primera vez la presencia de 

cfDNA en sangre.(7) Posteriormente, Leon et al. demostraron por medio de 

radioinmunoensayos una cantidad elevada en los niveles de cfDNA en sangre 

de pacientes con Cáncer de mama con un rango de 0 a 2 µg/ml.(9)  

El origen de los cfDNA proviene de diferentes fuentes entre ellas, los tumores 

primarios, células tumorales circulantes en sangre periférica, depósitos 

metastásicos y de células normales.(8,68) Su tamaño puede indicar la fuente de 

origen, ya que las células apoptóticas producen fragmentos de ADN de 180-200 

pares de base o múltiples de estas unidades mientras que las células necróticas 

liberan fragmentos con un peso molecular más pesado sobre las 10 000 pares 

de bases.(8) 

Los cfDNA circulan en sangre en forma de nucleosomas (complejos nucleares 

de histonas y ADN).(8) Los nucleosomas no son específicos de patologías 

oncológicas al encontrarse, también, elevados en patologías benignas. Sin 

embargo, existe una diferencia significativa respecto a sus valores entre los 

pacientes sanos, pacientes con patologías benignas, malignas localizadas y 

malignas avanzadas.(69) Es por ello que, diversos autores sugieren su uso en el 

monitoreo de terapias citotóxicas del cáncer, especialmente en la estimación 

temprana de la eficacia terapéutica en los pacientes,(69) como se demostró en 

pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas avanzado junto con 

otros marcadores de apoptosis.(70,71) 

La posibilidad de utilizar la concentración de los cfDNAs de plasma o sangre 

como indicador de cáncer de mama ha sido estudiada por diversos autores. Por 

ejemplo, Tangvarasittichai et al., por medio de fluorometría, demostraron la 

variación de las concentraciones de cfDNAs en plasma dependiendo del estadio 
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de la enfermedad y su disminución tras la cirugía. La concentración media 

hallada de cfDNAs fue de 0.5, 235, 422, 1280 y 0.5 ng/ml en pacientes con 

cáncer de mama clasificados con estadio I, II, III, IV y post cirugía 

respectivamente.(72) 

Es por ello que los cfDNA tienen el potencial de ser biopsias líquidas para 

monitorizar el cáncer en tiempo real y servir como diagnóstico de diversos tipos 

de cáncer al evidenciarse sus valores elevados sobre todo en los estadios más 

avanzados;(73) además de permitir la detección específica de alteraciones 

genéticas tumorales en los cfDNAs como mutaciones, pérdida de la 

heterozigocidad e hipermetilación.(67) 

 

Métodos para la detección de mutaciones del gen PIK3CA  

PCR digital en chip 

Los cfNAs o cfDNAs que se originan en los tumores representan una minoría 

respecto al total de cfNAs o cfDNAs circulantes en el plasma; es por ello que solo 

métodos altamente precisos podrán ser capaces de detectar y cuantificar los 

minoritarios cfNAs en el plasma. La PCR es una técnica utilizada para amplificar 

secuencias específicas de ADN que utiliza primers o cebadores en múltiples 

ciclos de síntesis de ADN.(74) El concepto de la PCR digital fue descrito por 

primera vez en 1992 por Sykes et al. cuando lograron cuantificar el gen de la 

cadena pesada de una inmunoglobulina derivada de un clon leucémico en un 

ambiente con un exceso de genes de la misma inmunoglobulina, pero de 

linfocitos normales.(75) Posteriormente, fueron Vogelstein y Kinzler quienes le 

colocaron nombre a la técnica y demostraron su uso para cuantificar las 

mutaciones asociadas a enfermedad en las heces de pacientes con cáncer 

colorrectal.(76) 

La PCR digital se basa en el principio de divide y conquistarás, puesto que en 

ella se produce una dilución y división de las moléculas objetivo de la muestra 

en numerosos compartimientos permitiendo una cuantificación absoluta y 

precisa. La división automatizada se puede realizar por medio de emulsiones de 

agua en aceite o utilizando chips con microcanales.(22) 
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Se le conoce como digital, debido a que tiene una cuantificación binaria (positivo 

o negativo). Su principio básico involucra la dilución y división de la muestra en 

millones de unidades separadas con la idea que cada una de ellas contenga al 

menos una partícula objetivo. Cada una de ellas contiene los agentes necesarios 

para que una reacción de PCR convencional se lleve a cabo. Si la unidad 

contiene la plantilla objetivo, la amplificación del PCR generará una señal 

positiva. En caso no exista la plantilla, no se producirá señal alguna. Al conocerse 

las unidades divididas, la cantidad de moléculas objetivo inicial se puede estimar 

para conocer el número total de señales positivas y negativas.(22, 77) 

Cuando se trabaja con muestras con mayores concentraciones de las moléculas 

objetivo, existe la posibilidad de encontrar múltiples moléculas objetivo en cada 

unidad. Para esto, se utiliza un factor de ajuste: análisis de distribución de 

Poisson, en donde el número de moléculas objetivo están determinadas por la 

ecuación:  

λ= -ln (1-p) 

 λ: número promedio de moléculas objetivo por unidad 

p: proporción del número de unidades con señal positiva con el número 

total de unidades partidas.  

Conforme haya un número mayor de divisiones, existe una mayor precisión de 

la prueba.(22, 78)   

La PCR digital se utilizó inicialmente con 384 pocillos basado en la cuantificación 

de la PCR cuantitativa. Actualmente existen una seria de microsistemas capaces 

de realizar una PCR digital entre ellos: formatos microfluídicos, plataformas tipo 

disco, PCR en emulsión, micro gotas, slip-chip. Todos ellos se pueden reagrupar 

en dos modalidades: PCR digital en gotas y PCR digital en chip. La primera está 

basada en la creación de gotas de emulsiones acuosas en un medio aceitoso 

donde cada gota funciona como unidad de PCR. La segunda modalidad 

involucra un sistema microfluídico donde las particiones se dan en un sistema 

físico de microcanales diseñado sobre placas o arrays.(22,79) 
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La PCR digital basada en chips de ThermoFisher: QuantStudio 3D Digital PCR 

(utilizada en el presente estudio) cuenta con 20 000 pocillos de reacción por chip 

permitiendo una gran cantidad de reacciones separadas por muestra.(80) A cada 

uno de los chips se les agrega, por medio de una dispensadora o de manera 

manual, una mezcla de 15 ul como máximo en el cual está contenido: el master 

mix, una mezcla proporcionada por el fabricante (ThermoFisher) que contiene 

todos los elementos necesarios para que se dé la PCR; el ADN por estudiar; el 

cebador promotor y reverso específico para la mutación o secuencia blanco, 

ambos marcados con un colorante fluorescente correspondiente a VIC para 

alelos silvestres o no mutados y FAM para los alelos mutados; además se le 

puede agregar agua en caso que sea necesario para completar los 15 ul. Luego, 

los chips son colocados en un termociclador donde se realizarán las fases de 

desnaturalización, anillamiento y extensión para crear múltiples moléculas 

blanco.  

Finalmente, los chips son analizados por el QuantStudio Analysis Suite Software 

en el que el sistema detecta las señales de fluorescencia emitidas por cada 

pocillo en caso se haya dado alguna amplificación. El software producirá una 

gráfica de dispersión, así como un histograma reflejando las señales de 

fluorescencia captadas. Ambos graficarán cuatro conjuntos de puntos o 

histogramas: uno de color amarillo que representará a los pocillos donde no se 

produjo amplificación; el color rojo (VIC), a aquellos con amplificación de 

moléculas silvestres y servirá como control de la reacción; un grupo de azul 

(FAM), a la mutación blanco y una de color verde, a aquellos pocillos donde hubo 

tanto una amplificación de moléculas silvestres como mutadas.(80) El sistema 

calcula automáticamente los límites entre estos grupos, sin embargo, es posible 

graduar estos límites, así como la calidad de los resultados en caso sea 

necesario. Finalmente, el software brinda los resultados tanto de porcentaje de 

frecuencia alélica encontrada tanto para VIC y FAM además del número de 

copias por microlitro.(80) 

Existen diversas ventajas de la PCR digital comparado con otras técnicas de 

PCR, por ejemplo, la PCR digital puede detectar moléculas objetivo en una 

muestra con muy baja frecuencia (1 en 100 000) comparada con la PCR 
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cuantitativa (qPCR). Por otro lado, provee una cuantificación absoluta de los 

ácidos nucleicos con mayor rapidez, precisión y reproducibilidad que la qPCR.(22) 

Entre las aplicaciones que posee la PCR digital, se encuentran: diagnósticos de 

cáncer en donde se incluye la detección de mutaciones raras, análisis de número 

de copias como del gen HER2 y del EGFR, usos en la identificación 

microbiológica y cuantificación de bacterias y virus; además ha demostrado tener 

una mayor sensibilidad en las pruebas del ADN proveniente de células fetales 

libres para determinar desórdenes hereditarios.(22) 

 

Secuenciación tipo Sanger 

La secuenciación del ADN es el proceso por el cual se leen los pares de bases 

de nucleótidos en el ADN.(81)  La capacidad y velocidad para realizar una 

secuenciación de ADN ha avanzado a pasos agigantados desde la primera 

secuenciación del pequeño genoma de un bacteriófago con un tamaño de 5386 

pares de bases hasta la secuenciación del Genoma Humano con más o menos 

3 billones de pares de bases.(82) 

El primer método descrito por et al. para secuenciar ADN fue llamado el método 

Plus and minus o de más y menos. Se utilizó una polimerasa I del ADN de una 

E.coli y una ADN polimerasa de un bacteriófago T4. El método quedó en desuso 

y dos años después Sanger et al. describieron un nuevo método conocido como 

terminación de cadena o el método dideoxinucleósido.(83) 

El método de Sanger o dideoxinucleósido es considerado como la técnica gold 

standard respecto a secuenciación de ADN y se basa en el uso de la ADN 

polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminación específica.(82) 

Durante la secuenciación, la ADN polimerasa copia la plantilla de una hebra del 

ADN agregando nucleósidos y por lo tanto elongando la nueva cadena. La 

elongación se produce en la terminación 3´ del cebador y el crecimiento de la 

nueva hebra de ADN se da en dirección de 5´a 3´. Esta extensión se da gracias 

a la formación de puentes o enlaces fosfodiéster entre la terminación 3´ del grupo 

hidroxilo en el primer o cebador y el grupo 5´fosfato del siguiente 

deoxinucleósido. Si bien la ADN polimerasa agrega nucleósidos para elongar  la 
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hebra de ADN copiada, esta también puede incorporar análogos de los 

nuecleósidos siendo la pieza angular en el método de Sanger.(82) 

El uso de los 2´-3´dideoxinucleótidos (ddNTPs), como substratos, producen la 

terminación del proceso de elongación por medio de la ADN polimerasa, debido 

que estos carecen de la terminación 3´. (74) 

Para determinar la secuencia del ADN por este método, primero se divide la 

doble cadena de ADN en dos simples y una de ellas se utiliza como plantilla para 

la secuencia. Se utilizan cuatro diferentes dideoxiribonucleósidos trifosfatos 

(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) en cuatro diferentes reacciones para la síntesis 

de ADN. Cada reacción produce un conjunto de copias de ADN que terminan en 

diferentes puntos de la secuencia.(74) Posteriormente, los productos de estas 

cuatro reacciones son colocadas separadamente en electroforesis en cuatro 

columnas paralelas en un gel de poliacrilamida. Los fragmentos sintetizados son 

luego detectados gracias a un marcador radioactivo o fluorescente incorporado 

o en el cebador en uno de los deoxiribonucleosidos trifosfatos. En la 

electroforesis, cada banda en cada columna, representa los fragmentos que han 

sido detenidos en un nucleótido específico, por ende, en diferentes posiciones 

del ADN. La secuencia del ADN procesado se puede determinar tras leer las 

bandas en orden desde la parte inferior del gel y a través de las columnas del 

gel.(74) 

 

1.3 Definición de términos básicos 

Vía PI3K: vía de señalización del fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) /AKT. Posee 

un rol importante en proliferación, diferenciación, supervivencia y migración 

celular. (23) 

Gen PIK3CA: Gen localizado en el cromosoma 3q26.3,(46) encargado de 

codificar el dominio catalítico P100 α de la vía PI3K.(42) 

Mutación E545K: Mutación localizada en el exón 9 del gen PIK3CA.(47) 

Mutación H1047R: Mutación localizada en el exón 20 del gen PIK3CA.(47) 
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Mutación H1047L: Mutación localizada en el exón 20 del gen PIK3CA.(47) 

PCR (reacción en cadena de polimerasa): técnica utilizada para amplificar 

secuencias específicas de ADN cebador en múltiples ciclos de síntesis de 

ADN.(74) 

PCR digital: Modalidad de PCR que utiliza un sistema binario basado en 

múltiples reacciones compartimentalizadas.(29) 

PCR digital chip: Modalidad de PCR digital que utiliza un sistema 

multifluídico.(29) 

Ácidos nucleicos libres en plasma: Ácidos nucleicos provenientes de células 

normales o tumorales circulantes libres en plasma sanguíneo. (84) 

Secuenciación de ADN: Método por el cual se leen los pares de bases del 

ADN.(74) 

Secuenciación tipo Sanger: Método de secuenciación de ADN descrito por 

Sanger et al. en 1977 el cual se basa en el uso de dideoxinucleósidos trifosfatos 

derivados de los deoxiribonucleósidos trifosfatos normales, los cuales carecen 

del grupo hidroxilo 3´ y producen la terminación de la elongación de la cadena 

cuando son agregados en la cadena de ADN por la ADN polimerasa.(74) 
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CAPÍTULO II: HIPÓTESIS Y VARIABLES 

 

2.1 Formulación de la hipótesis 

La PCR digital tiene una sensibilidad igual o superior a la secuenciación Sanger 

y es concordante en el plasma al detectar las mutaciones en el gen PIK3CA en 

las pacientes peruanas con cáncer de mama en Lima, 2016-2017. 

 

2.2 Variables y su operacionalización 

 

Tabla 1. Variables del estudio y su operacionalización 
 

Variable Definición Tipo de 
variable 
según su 
naturaleza y 
su relación 

Indicador o 
definición 
operativa 

Escala de 
medición 

Categoría y 
valores 

Medio de 
verificación 

Mutación gen 
PIK3CA por 
PCR digital en 
Tumor 

Detección de 
mutación E545 
y/o H1047 en 
Tumor del 
paciente por 
medio de PCR 
digital. 

Cualitativa e 
independiente 

Presencia de 
mutación 
E545 y/o 
H1047 en 
tumor, 
estimado por 
la lectora 3D 
de PCR 
digital 

Nominal 0. Presente 

1.No presente 

PCR digital. 

Mutación gen 
PIK3CA por 
Secuenciació
n Sanger en 
tumor 

Detección de 
mutación E545 
y/o H1047 en 
Tumor del 
paciente por 
medio de 
secuenciación 
Sanger. 

Cualitativa e 
independiente 

Presencia de 
mutación 
E545 y/o 
H1047 en 
tumor, 
estimado por 
la 
secuenciació
n Sanger 

Nominal 0. Presente 

1.No presente 

Secuenciación 
Sanger. 

Mutación en 
gen PIK3CA 
por PCR 
digital en 
Plasma  

Detección de 
mutación E545 
y/o H1047 en 
Plasma del 
paciente por 
medio de PCR 
digital. 

Cualitativa y 
dependiente 

Presencia de 
mutación 
E545 y/o 
H1047 en 
Plasma, 
estimado por 
la lectora 3D 
de PCR 
digital 

Nominal 0. Presente 

1.No presente 

PCR digital 



 

24 
 

2.3 Covariables y su operacionalización 

 

Tabla 2. Covariables del estudio y su operacionalización 

 

 

Co-
variable 

Definición Tipo de 
variable según 
su naturaleza 

Indicador o 
definición operativa 

Escala de 
medición 

Categoría y 
valores 

Medio de 
verificación 

Edad Edad de la paciente 
al diagnóstico 

Cuantitativa y 
dependiente 

años Continua  Historia 
clínica 

Lugar de 
origen 

Lugar de 
nacimiento 

Cualitativa y 
dependiente 

Departamentos del Perú Nominal Costa 

Sierra 

Selva 

Lima 

Historia 
clínica 

Estadio 
cáncer 

Clasificación en 
grados de la 
extensión del 
cáncer. (37) 

Cualitativa y 
dependiente 

TNM Nominal 0, I, II, III, IV, 
No evaluable 

Historia 
clínica 

Tipo 
histológico 

Tipo Histológico Cualitativa y 
dependiente 

Tipo histológico según 
clasificación OMS.(73) 

Nominal Ductal 

Lobulillar 

Otros 

Historia 
clínica 

Her 2 Presencia o 
ausencia del 
receptor HER2 

Cualitativa y 
dependiente 

Tinción de membrana 
intensa y uniforme en > 
30% de células 
neoplásicas. (85) 

Nominal Positivo 

Negativo 

No evaluable 

Historia 
clínica 

Receptor 
estrógeno 

Presencia o 
ausencia del 
receptor para 
estrógeno. 

Cualitativa y 
dependiente 

Expresión en más de 
1% de células 
neoplásicas 
independientemente de 
la intensidad (73) 

Nominal Positivo 

Negativo 

No evaluable 

 

 

Historia 
clínica 

Receptor 
progestero
na 

Presencia o 
ausencia del 
receptor para 
progesterona. 

Cualitativa y 
dependiente 

Expresión en más de 
1% de células 
neoplásicas 
independientemente de 
la intensidad (85) 

Nominal Positivo 

Negativo 

No evaluable 

Historia 
clínica 
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Co-
variable 

Definición Tipo de 
variable 
según su 
naturaleza y 
relación 

Indicador o definición 
operativa 

Escala de 
medición 

Categoría y 
valores 

Medio de 
verificación 

Tamaño 
tumor 

Tamaño del tumor 
primario 

Cualitativa y 
dependiente 

Tamaño del diámetro 
mayor del tumor 
primario. 

Nominal Mayor o 
igual a 4cm 

Menor a 4cm 

Historia 
clínica 

Nódulo 
linfáticos 

Presencia de 
metástasis a por lo 
menos un nódulo 
linfático. 

Cualitativa y 
dependiente 

Presencia de metástasis 
a por lo menos un 
nódulo linfático. 

Nominal Positivo 

Negativo 

Historia 
clínica 

Metástasis Metástasis a 
distancia (otro 
órgano) 

Cualitativa y 
dependiente 

Metástasis a distancia 
(otro órgano) 

Nominal Positivo 

Negativo 

Historia 
clínica 

Estatus 
Hormonal 

Estado menstrual 
de la paciente al 
momento del 
diagnóstico. 

Cualitativa y 
dependiente 

Estado menstrual  Nominal Premenopau
sia 

Posmenopa
usia 

Historia 
clínica 
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CAPÍTULO III: METODOLOGÍA 

 

3.1 Tipo y diseño 

Se realizó un estudio cuantitativo, observacional, analítico y transversal. 

 

3.2 Diseño muestral 

El presente estudio tomó lugar, entre enero de 2016 y marzo de 2018, en el 

Departamento de Cirugía de Mamas y Tejidos Blandos del Instituto Nacional de 

Enfermedades Neoplásicas (INEN) y Oncosalud - AUNA para el reclutamiento 

de pacientes y obtención de muestras; y en el Centro de Genética y Biología 

Molecular de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San Martín 

de Porres para el análisis de las mismas. El periodo de reclutamiento estuvo 

comprendido entre el primero de enero de 2016 y el 31 de agosto de 2017. 

La población de estudio estuvo definida como toda paciente peruana mayor de 

18 años con diagnóstico de cáncer de mama que aceptara participar en el 

estudio por medio del consentimiento informado. Los criterios de exclusión 

fueron: no contar con muestra tumoral o de biopsia para el análisis, presentar 

concomitantemente otra neoplasia maligna y/o presentar algún tipo de 

coagulopatía o linfocitosis. 

El tamaño muestral fue calculado en relación a las tablas publicadas por Bujang 

MA y Adnan TH en el 2016 para estudios de sensibilidad y especificidad (86), para 

lo cual, esperando una prevalencia de 40% con un poder estadístico de 80%, la 

muestra mínima necesaria fue estimada en 78 pacientes.  

Posteriormente, se calculó la muestra ajustada a las pérdidas, por lo cual 

tomando en consideración una proporción esperada de pérdidas de 10% se 

obtuvo un tamaño muestral final de 87 pacientes. La técnica de muestreo 

utilizada fue no probabilística continua. 

La unidad de análisis estuvo definida como cada ensayo de PCR digital o de 

secuenciación realizado por paciente. En total fueron tres ensayos de PCR digital 

por paciente en tumor (uno por cada mutación), dos de PCR digital en plasma 
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(mutación H1047R y E545K) y dos ensayos de secuenciación Sanger por 

paciente (uno por cada exón). 

 

3.3 Procedimiento de recolección de datos 

Las pacientes fueron reclutadas, previamente a su cirugía, en las Instituciones 

de referencia INEN y Oncosalud - AUNA a través del consentimiento informado 

(ver anexo 3).  

A cada participante, se le extrajo una muestra de sangre periférica de 9ml por 

flebotomía previa a la operación. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C y 

centrifugadas en un plazo máximo de tres horas posterior a su extracción. 

Para lograr la separación del plasma, se realizó una primera centrifugación a 

1200 rcf (fuerza centrífuga relativa) por 10 minutos a 4°C y una segunda 

centrifugación a 16 000 rcf por 10 minutos a 4°C; se almacenó luego a -20°C en 

tubos de 1.5 ml. 

El aislamiento del ADN proveniente del plasma se realizó por medio del kit 

Nucleo Spin Plasma XS (Macherey-Nagel) donde se utilizaron 480ul de plasma. 

Finalmente, se eluyó con 40 ul de buffer de elución.  

La obtención de los tumores o biopsias, en el caso de las pacientes con 

respuesta total a la neoadjuvancia, fue por medio de la colaboración de un 

médico patólogo, el cual seleccionó los tacos y delimitó, en las láminas 

correspondientes, el área con tejido tumoral viable.   

A cada uno de los tacos tumorales seleccionados se les realizaron ocho cortes 

de 4mm cada uno. Los cortes fueron almacenados en tubos de 1.5ml a 4°C en 

la espera de su correspondiente aislamiento de ADN.  

El aislamiento de ADN en los tumores o biopsias se realizó siguiendo el protocolo 

del kit GeneJet FFPE DNA purification Kit. La elución se realizó con 80 ul de 

buffer de elución. Todas las muestras de ADN aislado, tanto plasma como tumor, 

fueron cuantificadas por espectrofotometría y almacenadas a -20°C.  
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Las muestras de tumor fueron analizadas por PCR digital usando el análisis de 

mutaciones raras del QuantStudio 3D Digital PCR System para las mutaciones 

PIK3CA: E545K, H1047R y H1047L, mientras que las de plasma solo para las 

dos primeras. 

Para la reacción de PCR digital, en las muestras de tumor, se mezclaron 1.5 ul 

de ADN con 0.75 ul de la sonda correspondiente a la mutación (marcadas con el 

fluorescente FAM para alelos mutados y fluorescente VIC para alelos silvestres) 

(ver anexo 1), 7.5 ul del QuantStudio 3D Master Mix y 5.25 ul de agua, 

obteniéndose un volumen total de 15 ul. En el caso de las muestras de plasma, 

al tener menor cantidad de ADN por microlitro, se mezclaron 12 ul de ADN con 

0.5 ul de la sonda y 7.5 ul del QuantStudio 3D Master Mix, se obtuvo un volumen 

total de 20 ul.  

Por medio de una dispensadora especial del sistema (QuantStudio TM 3D Digital 

PCR Chip Loader), se cargaron 15 ul del volumen total de la mezcla, tanto de los 

tumores como de plasma, en los QuantStudio 3D Digital PCR 20K chips.  Estos 

fueron colocados en un termociclador que se programó para iniciar con una fase 

de denaturación de 10 minutos a 96°C, seguida de 39 ciclos a 60°C por 2 

minutos, 30 segundos a 98°C y luego 2 minutos a 60°C. Finalmente, las muestras 

fueron dejadas a 10°C durante, por lo menos, 20 minutos. Luego, los chips fueron 

procesados por la lectora 3D del QuantStudio 3D Digital PCR System. Los 

resultados fueron analizados por el QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud 

Software.  

El QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software produce, al analizar los chips, 

una gráfica de dispersión, así como un histograma que refleja las señales de 

fluorescencia captadas. En total grafica cuatro conjuntos de puntos: uno de color 

amarillo que representará a los pocillos donde no se produjo amplificación 

localizado en el cuadrante inferior izquierdo de la gráfica, el color rojo (marcados 

con el fluorescente VIC) representará aquellos con amplificación de moléculas 

silvestres (cuadrante inferior derecho de la gráfica) y servirá como control de la 

reacción, un grupo de azul (marcados con fluorescente FAM) que representa a 

la mutación blanco (cuadrante superior izquierdo) y una de color verde que 

representa aquellos pocillos donde hubo tanto una amplificación de moléculas 
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silvestres como mutadas (cuadrante superior derecho) (anexo 2: figura 

suplementaria 1). El sistema calcula automáticamente los límites entre estos 

grupos, sin embargo, para disminuir posibles falsos positivos y aumentar la 

uniformidad de los resultados se establecieron valores fijos para los ejes o límites 

correspondientes a FAM (eje horizontal) y VIC (eje vertical) en las gráficas 

presentadas por el QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software.  

El eje de FAM fue establecido utilizando casos modelo para cada una de las 

mutaciones en las muestras de tumor. Un caso modelo era aquel que contenía 

5 o más puntos correspondientes a FAM aglomerados en el cuadrante superior 

izquierdo de la gráfica (ver anexo 2). El eje de VIC fue establecido utilizando 

todas las muestras de tumor.  

La frecuencia total de alelos mutados (FTA) es la proporción de alelos mutados 

respecto a la suma de los alelos silvestres y mutados. Se estableció que las 

pacientes sean consideradas como positivas, si tenían un porcentaje de FTA 

mayor a 0.1%, además de tener por lo menos un punto azul correspondiente a 

FAM (alelos mutados) en la gráfica presentadas por el QuantStudio 3D Analysis 

Suitetm Cloud Software. 

El límite de la frecuencia total de alelos mutados fue establecido por medio de 

un ensayo de diluciones, donde se cuantificó el número exacto de copias de un 

ADN control proveniente de un paciente sano (sin mutación) y un caso modelo 

de cada mutación. Luego, se pasó a realizar diluciones al 1, 0.1 y 0.01% del ADN 

mutado con el control.  

Por otro lado, las muestras de tumor y de biopsia fueron analizadas también por 

secuenciación Sanger para las mismas mutaciones PIK3CA: E545K, H1047R y 

H1047L. Para ello se realizó primero una amplificación de los exones estudiados 

por medio de PCR convencional (ver cebadores y condiciones en anexo 2). La 

amplificación de los exones se confirmó por electroforesis (ver anexo 3). La 

purificación de las muestras amplificadas se realizó por medio del GeneJet PCR 

Purification Kit (Thermo Scientific), siendo eluídas con 35 ul de buffer de elución 

(previamente calentado por lo menos por 10 minutos a 60°C, para mejorar la 

separación del ADN de la columna). Las muestras se cuantificaron, luego, por 

espectrofotometría. Las secuencias fueron leídas por dos operadores de los 
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cuales uno estuvo cegado a los resultados por PCR digital. Se buscó en la 

posición 3140 del exón 20 un cambio de adenina por guanina correspondiente a 

la mutación H1047R o un cambio de adenina por timina en la misma posición 

para la mutación H1047L. En el caso de la mutación E545K en el exón 09, se 

buscó un cambio de guanina por adenina en la posición 1633 (ver Anexo 3).  

Los datos clínicopatológicos de las pacientes fueron obtenidos de sus historias 

clínicas, a través de la ficha de recolección de datos desarrollada por el autor del 

estudio (ver anexo 4).  

 

3.4 Procesamiento y análisis de los datos 

La sensibilidad y especificidad de la PCR digital-chip respecto a la secuenciación 

se calculó por medio de la curva ROC o curva de Característica Operativa del 

Receptor. Para ello, se comparó el número total de mutaciones detectadas por 

la PCR digital en tumor con aquellas detectadas por la secuenciación tipo 

Sanger. Se considera que una prueba es no discriminatoria cuando el área bajo 

la curva es de 0.5, aceptable entre 0.7 y 0.8, excelente entre 0.8 y 0.9 y 

sobresaliente valores superiores a 0.9.(87) Tanto el valor predictivo positivo (VPP) 

y el valor predictivo negativo (VPN) fueron calculados por medio de Java Stat.(88) 

El nivel de concordancia de la PCR digital en detectar mutaciones del gen 

PIK3CA en plasma y tumor fue estimado por medio del coeficiente kappa de 

Cohen (IC 95%) y se utilizó también las tablas 2x2 de contingencia de Java Stat 

(88), donde se considera una pobre concordancia cuando los valores de K se 

encuentran entre 0.00 y 0.20; débil entre 0.21 y 0.40; moderada entre 0.41 y 

0.60; buena entre 0.61 y 0.80 y muy buena entre 0.81 y 1.00. (89) 

Para establecer el eje de FAM, primero se tomó como punto de referencia, en 

cada caso modelo, el punto azul más inferior de FAM y se calculó el promedio y 

desviación estándar (DS) para cada mutación. En el caso de VIC, se tomó como 

punto de referencia el punto rojo más a la izquierda de VIC. El promedio y 

desviación estándar, en este caso, se calculó utilizando todos los ensayos 

correspondientes a los tumores. Se realizaron previamente las pruebas de 

Shapiro-Wilk y Skewness-Kurtosis para estudiar la normalidad de la data.  
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La prueba exacta de Fisher fue utilizada con las covariables cualitativas para 

estimar la asociación entre la presencia de mutaciones y las características 

clínico-patológicas de las pacientes; mientras que para las covariables continuas 

se utilizó la prueba t de student. Se consideró un valor de p<0.05 para indicar 

diferencia estadísticamente significativa. 

Se utilizó el software estadístico STATA versión 12 para el análisis estadístico 

respectivo. 

 

3.5 Aspectos éticos 

El protocolo del presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de 

Ética en Investigación de la Universidad de San Martín de Porres y por el Comité 

Revisor de Protocolos del Departamento de Investigación del INEN. 

Se contó con la autorización de los pacientes a través de un consentimiento 

informado previamente aprobado por los comités mencionados anteriormente 

(ver anexo 3). Cabe resaltar que el presente estudio está englobado dentro de 

un proyecto de investigación titulado: Test genético – epigenético no invasivo 

para cáncer de mama utilizando ácidos nucleicos circulantes (cfNAs) como 

biomarcadores, predictores de pronóstico y respuesta a tratamiento, el cual se 

está realizando en el Centro de investigación de Genética y Biología Molecular 

de la Universidad de San Martín de Porres, razón por la cual se utilizó su 

consentimiento informado para la realización de la presente investigación.  

Para salvaguardar la confidencialidad de las participantes, se utilizó la 

codificación de cada una de las muestras. 

 

 

 

 

 

 

 



 

32 
 

CAPÍTULO IV: RESULTADOS 

 

Se reclutaron, en total, 95 pacientes que aceptaron participar por medio del 

consentimiento informado, de las cuales, solo 59 pacientes, provenientes del 

INEN, fueron elegibles finalmente para el estudio (ver figura 1). Las 

características demográficas y clínicas de las pacientes se encuentran 

resumidas en la tabla 3.  Las fuentes de las muestras tumorales fueron de: tumor 

residual (post neoadyuvancia) con 33 casos (55.9%), tumor primario 16 casos 

(27.12%), biopsias 7 casos (11.9%) y ganglio linfático 3 casos (5.08%). Se 

contaron con 47 muestras de plasma en total de las cuales solo se analizaron 

43. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Flujo de reclutamiento de pacientes y de muestras obtenidas 
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Tabla 3. Características demográficas y clínicas de la población de estudio (N=59) 

 

 

Características clínicas N % 

 
Neoadyuvancia previa 
 

 SI 
                        NO 

 
 
 

40 
19 

 
 
 

67.7 
32.2 

 
Edad (promedio en años)           53.49 +/- 1.53          

 
Lugar de nacimiento 

Costa 
Sierra 
Selva 
Lima 

 
 

16 
19 
5 

19 

 
 

27.12 
32.2 
8.5 

32.2 
Estadio del cáncer 

0 
I 
II 
III 
IV 

No evaluable 

 
1 
3 

10 
37 
7 
1 

 
1.7 
5.1 

16.9 
62.71 
11.9 
1.7 

Tipo histológico 
Ductal 
Lobular 
Otros 

 
48 
4 
7 

 
81.4 
6.8 

11.8 

Receptores HER-2 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 

 
20 
35 
4 

 
33.8 
59.3 
6.7 

Receptores estrógeno 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 

 
38 
20 
1 

 
64.4 
33.8 
1.7 

Receptores progesterona 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 

 
32 
26 
1 

 
54.2 
44.1 
1.7 

Tamaño tumor 
< 4cm 
≥ 4cm 

 
16 
43 

 
27.1 
72.9 

Nódulo linfático 
Positivo 
Negativo 

 
42 
17 

 
71.2 
28.8 

Metástasis 
Positivo 
Negativo 

 
7 

52 

 
11.9 
88.1 

Estado hormonal 
Premenopausia 
Posmenopausia 

 
13 
46 

 
22 
78 
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El análisis de normalidad de los casos modelo para FAM y VIC se encuentran en 

la tabla 4, los histogramas respectivos se encuentran en el anexo 3. 

Tabla 4. Análisis de normalidad de caso modelo para FAM y VIC 

 Mutaciones Shapiro-

Wilk 

Skewness Kurtosis Mediana 

 

FAM 

E545K 0.12 0.33 1.56 1361.34 

H1047R 0.96 -0.39 2.5 6339.5 

H1047L 0.13 -0.13 1.93 4947.52 

VIC* 0.008 -0.23 2.72 2331.62 

(*): Todos los casos fueron utilizados para determinar sus valores. 

Los promedios de los puntos azules (FAM) según mutación y de los puntos rojos 

(VIC) se encuentran resumidos en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Promedio y Desviación estándar de los puntos azules inferiores y puntos rojos 

izquierdos según mutación 

Mutación PIK3CA Punto azul inferior 

(FAM) 

Punto rojo izquierdo 

(VIC) 

H1047R 6399.46 +/- 843.82  

2193.42 +/- 647.48 E545K 1427.58 +/- 251.91 

H1047L 4883.89 +/- 1597.22 

 

Los ejes de FAM fueron establecidos utilizando el valor correspondiente a una 

desviación estándar sobre el promedio, definiéndose los ejes de FAM en 

7243.28, 6481.41 y 1679.49 para H1047R, H1047L y E545K, respectivamente. 

El eje de VIC fue establecido en 2193.42, utilizando el promedio de los puntos 

rojos para las mutaciones H1047R y L. Para la mutación E545K, el eje de VIC 
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fue establecido restando una desviación estándar al promedio de puntos de VIC 

obteniendo: 1545.94.  

Por medio del ensayo de diluciones, la PCR digital detectó las tres mutaciones 

del gen PIK3CA hasta una dilución de 0.1% y se estableció ese valor como el 

mínimo de FTAs requerido (tabla 6).  

  

Tabla 6. Ensayo de diluciones por PCR digital para las mutaciones PIK3CA del estudio. 

(-): datos no disponibles. 

En base a estos criterios, se analizó el ADN de las muestras tumorales por PCR 

digital y se encontró  una frecuencia de 44 casos (74.6%) considerando todas 

las mutaciones. La más predominante fue la mutación E545K con 37 casos 

(62,7%), seguida de la H1047R con 13 casos (22%) y la H1047L con 2 casos 

(3.4%). Además, cinco pacientes presentaron simultáneamente dos mutaciones 

PIK3CA (cuatro con H1047R y E545K y uno con H1047R y H1047L) y una 

presentó simultáneamente las tres mutaciones. Por otro lado, la secuenciación 

Sanger identificó una frecuencia total de 7 mutaciones (11.8%), de las cuales 4 

 

Mutación 

Porcentaje de 

dilución teórico 

Porcentaje 

cuantificado por 

dPCR 

Intervalo de confianza 

(95%) 

 

H1047R 

1% 0.33% 0.22- 0.49% 

0.1% 0.01% 0.004- 0.05% 

0.01% 0% - 

 

E545K 

1% 1.03% 0.85- 1.29% 

0.1% - - 

0.01% 0.27% 0.19- 0.38% 

 

H1047L 

1% 1.02% 0.74- 1.4% 

0.1% 0.04% 0.018- 0.1% 

0.01% 0% - 
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(6.7%) corresponden a la mutación E545K y 3 (5.1%) a la mutación H1047R 

(tabla 7). La secuenciación Sanger no identificó ninguna mutación H1047L.  

Tabla 7. Mutaciones PIK3CA identificadas en tumor por PCR digital y Secuenciación 

Sanger (H1047R, H1047L y E545K) y plasma por PCR digital (H1047R y E545K) 

Paciente Estadio 

 

PCR digital 
tejido 

tumoral 

Secuenciación 
Sanger 

tejido tumoral 

PCR digital 

Plasma 

1 III WT WT WT 

2 III H1047R 
(56.54%) 

H1047R WT 

3 III H1047R (4.04%) WT H1047R  

4 III E545K (0.12%) WT WT 

5 III H1047R (0.21%) WT WT 

6 III E545K (0.34%) WT WT 

7 IV WT WT WT 

8 II E545K (1.03%) WT WT 

9 III WT WT WT 

10 III WT WT WT 

12 III WT WT WT 

15 I E545K (0.11%) WT WT 

16 II E545K (3.02%) WT E545K 

17 IV E545K (1.13%) WT - 

18 II H1047R (0.15%) 

E545K (12.34%) 

WT 

E545K 

WT 

WT 
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Paciente Estadio 

 

PCR digital 
tejido 

tumoral 

Secuenciación 
Sanger 

tejido tumoral 

PCR digital 

Plasma 

 

19 III H1047R (0.23%) 

E545K (0.14%) 

WT 

WT 

- 

- 

21 IV E545K (0.77%) WT WT 

22 III E545K (0.11%) WT WT 

23 II WT WT WT 

24 III E545K (50.26%) E545K WT 

25 II EK45K (0.13%) WT WT 

26 - E545K (0.26%) WT WT 

28 II H1047R 
(39.61%) 

E545K (0.27%)  

H1047R 

WT 

WT 

WT 

29 III WT WT WT 

30 III E545K (0.25%) WT - 

32 III WT WT WT 

33 IV E545K (0.5%) WT WT 

34 III H1047R 
(13.05%) 

E545K (0.25%) 

WT 

WT 

WT 

WT 

35 III H1047R (0.17%) 

H1047L (1%) 

WT 

WT 

WT 

- 

36 II E545K (0.77%) WT WT 

39 III WT WT WT 

40 II E545K (0.4%) WT WT 

41 III WT WT WT 

42 III H1047R 
(11.10%) 

WT WT 

43 III E545K (3.23%) WT WT 

44 III E545K (0.24%) WT WT 

45 III E545K (5.26%) WT WT 
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Paciente Estadio 

 

PCR digital 
tejido 

tumoral 

Secuenciación 
Sanger 

tejido tumoral 

PCR digital 

Plasma 

46 I H1047R (9.52%) WT WT 

 47* III WT WT WT 

49 III E545K (0.95%) WT WT 

50 III E545K (6.84%) WT WT 

52 II E545K (4.22%) WT - 

 53* III WT WT - 

56 III E545K (0.10%) WT - 

58 III E545K (5.45%) WT - 

      59 IV H1047R 
(37.09%) 

E545K (1.76%) 

H1047R 

                  ^ 

- 

- 

60 III E545K (0.14%) WT - 

61 I E545K (0.31%) WT - 

62 III E545K (36.27%) E545K - 

64 IV WT WT WT 

65 III E545K (0.13%) WT WT 

66 0 WT WT - 

67 III E545K (0.21%) WT WT 

 68* III E545K (26.67%) E545K WT 

69 IV H1047R 
(11.21%) 

WT WT 

70 II H1047R (2.14%) 

E545K (0.23%) 

H1047L (5%) 

WT 

WT 

WT 

- 

- 

- 

71 III WT WT - 

72 III E545K (0.33%) WT - 

73 III E545K (0.19%) WT - 

WT: wild type o tipo silvestre.   
(-) paciente sin muestra de plasma. 
(*) tejido proveniente de ganglio linfático. 
(^): resultados no disponibles.  
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Al realizar el análisis de sensibilidad entre PCR digital y la secuenciación Sanger 

por medio de la curva ROC, se obtuvo una sensibilidad del 100% y una 

especificidad de 73.53% para un punto de corte al 0.1% de FTA y un área bajo 

la curva de 0.99% IC 95%: 0.98- 100% (figura 2). El VPP fue de 13.7% y el VPP 

de 100%. Por otro lado, el análisis de la curva ROC indicó como punto de corte 

ideal una FTA de 12.34%, donde la sensibilidad fue de 100% y la especificidad 

de 99. 41%.  

 

Figura 2. Curva ROC de la PCR digital en relación a la Secuenciación Sanger 

 

Luego, se realizó el análisis de ADN proveniente del plasma por PCR digital, 

donde se detectaron en total dos casos mutados, los cuales fueron confirmados 

por el análisis en tumor (tabla 7). La PCR digital mostró una concordancia débil 

entre tumor y plasma con un kappa de 0.074 (IC 95%: -0.022 - 0.074). 

Posteriormente, se hizo un análisis comparando los casos mutados para 

cualquiera de las tres mutaciones PIK3CA y las covariables clínicas de las 

pacientes (tabla 8), sin encontrarse asociación. Sin embargo, al realizar el 

análisis según mutación se encontró asociación significativa entre la presencia 

de la mutación H1047R y la expresión de receptores para HER2 (p= 0.038); el 

resto de variables no mostraron asociación.  
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Tabla 8: Asociación entre estatus mutacional PIK3CA según PCR digital y covariables 
clínicas 

Características clínicas Casos  
mutados 

Casos no 
mutados 

p 

Edad (promedio en años)           54.07 +/- 1.69 51.94 +/- 3.38 0.54 
 

Lugar de nacimiento 
Costa 
Sierra 
Selva 
Lima 

 

 
13 (22.0%) 
14 (23.7%) 

4 (6.7%) 
12 (20.3%) 

 
3 (5.1%) 
5 (8.8%) 
1 (1.7%) 

7 (11.9%) 

 
0.67 

Estadio del cáncer 
0 
I 
II 
III 
IV 

No evaluable 
 

 
0 (0.0%) 
3 (5.1%) 

9 (15.3%) 
26 (44.1%) 

4 (6.8%) 
1(1.7%) 

 
1 (1.7%) 
0 (0.0%) 
1 (1.7%) 

11 (18.6%) 
3 (5.1%) 
0 (0.0%) 

 
0.28 

Tipo histológico 
Ductal 
Lobular 
Otros 

 

 
33 (55.9%) 

4 (6.8%) 
6 (10.2%) 

 
15 (25.4%) 
0 (0.0%) 
1 (1.7%) 

 

 
0.39 

Receptores HER-2 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 
 

 
16 (27.1%) 
24 (40.7%) 

3 (5.1%) 

 
4 (6.7%) 

11 (18.6%) 
1 (1.7%) 

 

 
0.79 

 

Receptores estrógeno 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 
 

 
25 (42.4%) 
17 (28.8%) 

1 (1.7%) 

 
13 (22%) 
3 (5.1%) 
0 (0.0%) 

 

 
0.30 

 

Receptores progesterona 
Positivo 
Negativo 

No evaluable 
 

 
21 (35.6%) 
21 (35.6%) 

1 (1.7%) 

 
11 (18.6%) 
5 (8.5%) 
0 (0.0%) 

 

 
0.45 

 

Tamaño tumor 
< 4cm 
≥ 4cm 

 

 
14 23.7%) 
29 (49.2%) 

 
2 (3.4%) 

14 (23.7%) 
 

 
0.19 

Nódulo linfático 
Positivo 
Negativo 

 

 
30 (50.9%) 
13 (22.0%) 

 
12 (20.3%) 
4 (6.78%) 

 

 
0.76 

Metástasis 
Positivo 
Negativo 

 

 
4 (6.8%) 

39 (66.1%) 

 
3 (5.1%) 

13 (22.0%) 
 

 
0.38 

Estado hormonal 
Premenopausia 
Posmenopausia 

 
10 (16.9%) 
33 (55.9%) 

 
3 (5.1%) 

13 (22.0%) 
 

 
1.00 
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN 
 

La presente investigación se desarrolló con el objetivo de determinar la 

sensibilidad de la PCR digital en tumor respecto a la secuenciación Sanger y su 

concordancia en plasma. Se decidió comparar esta plataforma con la 

secuenciación Sanger, al ser esta última un método considerado como el patrón 

de oro (gold standard), en la detección de mutaciones en muestras tumorales y 

análisis genético en general.  

Al realizar el análisis de sensibilidad y especificidad por medio de la curva ROC, 

se encontró que la PCR digital, para un punto de corte de 0.1 % de Frecuencia 

total de alelos mutados (FTA), establecido en el presente estudio por el ensayo 

de diluciones, presenta una sensibilidad de 100 % respecto a la secuenciación 

Sanger en detectar las mutaciones del gen PIK3CA y una especificidad de 73.53 

%, además de un área bajo la curva de 0.99, lo cual indicaría que la PCR digital 

tiene una precisión casi perfecta, según este estudio, en detectar mutaciones 

PIK3CA respecto a la secuenciación Sanger.  Esta alta sensibilidad se debe a 

que la PCR digital logró detectar exactamente las mismas mutaciones que la 

secuenciación había detectado (siete casos). Sin embargo, es importante 

destacar que la PCR digital identificó 37 casos adicionales con por lo menos una 

mutación; casos con porcentajes de frecuencia total de alelos mutados inferiores 

a 5% en su mayoría, los cuales no fueron detectados por la secuenciación 

Sanger. Esto se puede deber a un umbral límite de detección que presenta la 

secuenciación Sanger, el cual fue de aproximadamente 12% en el presente 

estudio, ya que logró reconocer un caso para la mutación E545K con 12.34% 

pero no logró detectar casos con valores similares en la mutación H1047R. Algo 

similar fue reportado por Beaver et al.,(6) donde la PCR digital en gotas había 

identificado un caso mutado para E545K con 28.9% de frecuencia alélica mas 

no había podido ser identificado por la secuenciación Sanger.  

Además de lo anterior, la PCR digital identificó seis casos donde coexistían la 

mutación H1047R y E545K (casos: 18,19, 28, 34 y 59), hallazgo raro, pero que 

también ha sido reportado por otros autores,(6, 27, 90) con excepción del caso 70 

en el cual coexistían las tres mutaciones y el 35 donde coexistían las mutaciones 
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H1047R y H1047L, lo cual según nuestro conocimiento no ha sido reportado en 

otros estudios.  

Por otro lado, cabe destacar que al realizar la amplificación de las muestras se 

utilizó la combinación de un cebador diseñado para PCR digital junto con otro 

para PCR convencional (ambos brindaban productos de 195 a 200 pares de 

base) en todas las muestras para el exón 09, pero en solo 19 muestras para el 

exón 20. El resto de muestras para el exón 20 fueron amplificadas con los 

cebadores para PCR convencional. La razón de la diferencia fue el tamaño del 

producto de la PCR, ya que al ser este último de 80 pares de base, era 

demasiado pequeño para leerse correctamente luego de la secuenciación, al 

estar la posición de la mutación muy limítrofe sea al inicio o al final de la 

secuencia (donde existía mucha interferencia). Es por ello que se optó en esos 

casos por un producto de mayor tamaño. El resto de muestras del exón 20 sí 

lograron leerse correctamente con los productos de 80 pares de base. Además, 

es importante resaltar que no se logró realizar la amplificación de la muestra 

correspondiente a la paciente 59 para el exón 09 y por ello su secuenciación. Si 

bien no se saben las razones exactas por las cuales no se logró amplificar, a 

pesar de los intentos reiterados con diferentes concentraciones de cloruro de 

magnesio y diferentes programas en el termociclador, se sospecha que se podría 

deber a la presencia de inhibidores en la mezcla o a una degradación del ADN.  

Más aun, es importante resaltar que para el cálculo de la sensibilidad y 

especificidad se compararon los resultados de los 176 ensayos realizados en la 

PCR digital, tres ensayos por paciente (uno por mutación) versus los resultados 

de los 117 ensayos realizados por la secuenciación Sanger, dos por paciente 

(uno por exón). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el exón 20 se 

encuentran dos mutaciones en la misma posición (H1047R y H1047L), por lo 

cual la búsqueda y tabulación de los resultados de estas mutaciones fue 

considerada por separado.  

La prevalencia de mutaciones PIK3CA en nuestra población de estudio, según 

la secuenciación Sanger, fue de 11.86%, valor bajo, aunque cercano al rango de 

prevalencias reportadas por otros autores que va de 16.4 a 45%(19) y en cierto 

modo cercano a la prevalencia reportada por Castañeda et al(28) de 15.7% en 
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población peruana. Por otro lado, García-Saenz et al.(30) reportó una prevalencia 

de 40.8% determinada con la misma plataforma de la presente investigación 

(QuantStudio 3D Digital PCR). Sin embargo, en nuestro estudio la PCR digital 

arrojó una prevalencia de 74.6%, la cual podría considerarse como la prevalencia 

más alta de esta mutación en ser reportada. Los altos valores de prevalencia 

reportados en nuestro estudio y en el de García-Saenz et al.(30) por PCR digital 

podrían sugerir un infradiagnóstico de las mutaciones PIK3CA en otras 

poblaciones de estudio. La diferencia entre nuestro resultado y aquel reportado 

por García-Saenz et al. (30) se podría deber a la metodología utilizada al momento 

de analizar las muestras.  

En el presente trabajo, se definieron límites fijos para VIC y FAM en base a casos 

modelos identificados para cada mutación mientras que en el estudio de García-

Saenz et al.(30) se utilizaron los mismos valores evocados por el sistema salvo 

algunas excepciones, donde estos fueron ajustados manualmente. La razón 

principal para establecer límites para VIC y FAM en el presente estudio radicó 

en la presencia, en algunas muestras, de puntos azules o de FAM (en la mayoría 

de casos en poca cantidad, por ejemplo, uno o dos puntos) limítrofes a los no 

amplificados (amarillos) produciendo dudas si se estos eran casos falsos 

positivos o puntos que debían ser considerados como indeterminados. El 

discernimiento final de este dilema hubiera terminado en una modificación 

manual de los casos, sin embargo, esta, al estar basada en decisiones 

subjetivas, disminuiría la reproducibilidad de los datos afectando finalmente la 

validez externa del estudio. Por otro lado, el uso de los valores evocados 

directamente por el sistema, sin modificaciones manuales, duplicaba los casos 

de las mutaciones en el exón 20 (H1047R y H1047L), principalmente por casos 

con puntos FAM limítrofes a los no amplificados como antes mencionado.  

Es debido a esta problemática, que se decidió establecer límites fijos para VIC y 

FAM basado en casos modelos con puntos abundantes de FAM y bien 

delimitados del área de los no amplificados, ya que se observó que cada una de 

las mutaciones tenía un espectro diferente de fluorescencia, que permitió un 

discernimiento más objetivo entre si un punto limítrofe de FAM era un verdadero 

positivo o un probable falso positivo. Para ello, se seleccionó el punto más inferior 

para cada uno de los casos modelo (en FAM) y el punto más extremo a la 
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izquierda de VIC y se calcularon sus medias con sus respectivas desviaciones 

estándar. Previamente, se realizó un análisis de normalidad, a partir del cual se 

decidió utilizar la media como medida de tendencia central, a pesar de que el 

histograma no demostraba una distribución normal de los datos, ya que las 

pruebas de shapiro-wilk para data con menos de 60 casos y la prueba de kurtosis 

y de skewness para normalidad presentaron valores dentro de los rangos 

aceptables (un valor mayor a 0.05 para shapiro-wilk(91), un valor dentro del rango 

de +/-3 para kurtosis(92) y un valor dentro del rango de +/-2 para skewness.(92) 

Los valores de VIC fueron una excepción ya que la prueba de shapiro-wilk 

indicaba que la data correspondía a una distribución no normal, sin embargo, 

hay que recordar que esta prueba es usada para data con menos de 60 casos y 

el análisis de VIC se realizó usando todos los casos de tumor (177 casos) y los 

valores de kurtosis y skewness se encontraron dentro de los rangos aceptables.  

A pesar del establecimiento de límites en base a la media, el grupo 

correspondiente a FAM, en la mutación E545K, aún permanecía limítrofe a los 

puntos amarillos o no amplificados; es por ello, que, con la intención de disminuir 

falsos positivos, se decidió tomar como límite la media más una desviación 

estándar superior. Los casos mutados de H0147R y H1047L se vieron 

mínimamente afectados con la elevación del límite al tener un espectro de 

fluorescencia mayor que la mutación E545K.  

Respecto a la concordancia, el principal motivo de estudio fue evaluar la 

capacidad de la PCR digital en identificar las mismas mutaciones detectadas en 

tumor, pero en plasma, al perfilarse como un método capaz de realizar biopsias 

líquidas por su propiedad de identificar moléculas objetivo de manera absoluta. 

A pesar de ello, la PCR digital mostró tener una concordancia débil (k=0.074) 

entre tumor y plasma, lo cual contrasta con el resultado reportado por García-

Saenz. et al.(30) donde se encontró una concordancia moderada (0.591; IC: 95%= 

0.371- 0.811) y los estudios realizados por Beaver et al. (6) y Oshiro et al. (29) 

donde encontraron índices de detección entre tumor y plasma de 93% y 22.7%, 

respectivamente.   

Es probable que nuestro resultado negativo se deba más a que las condiciones 

utilizadas no hayan sido las ideales, que a una incompetencia de la PCR digital 
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en detectar mutaciones en plasma.  Esto se podría deber a que el ADN de 

plasma haya estado muy diluido como para lograr ser detectable, ya que con el 

pasar del tiempo los leucocitos se lisan y liberan ADN genómico silvestre que 

termina diluyendo al ADN circulante libre en sangre.(93) Esto se podría prevenir 

utilizando los tubos Cell-Free DNA BCT de la compañía Streck,(94) los cuales 

estabilizan a las células nucleadas sanguíneas como los leucocitos previniendo 

su lisis, manteniendo el ADN circulante libre aislado. Además, facilitan el 

transporte de las muestras y se pueden mantener a temperatura ambiente sin 

perder la calidad y cantidad de ADN circulante libre, como lo demostró Medina 

Diaz et al.,(93) al comparar el uso de los tubos EDTA (usados en el presente 

estudio) con los tubos de Streck. Si bien el uso de los mencionados tubos podría 

facilitar el almacenamiento y transporte de las muestras, no existe diferencia 

entre el presente estudio y otros autores como García-Saenz et al.(30) y Beaver 

et al.,(6) ya que todos utilizaron los tubos EDTA para extraer y transportar las 

muestras de sangre.  

Sin embargo, existen por lo menos dos diferencias entre el presente estudio y 

otros autores que podrían explicar nuestros resultados negativos. Primero y 

principalmente la cantidad de plasma utilizado al momento de realizar la 

extracción de ADN, en el que nosotros utilizamos 480 ul de plasma comparado 

con Beaver et al.(6) y García-Saenz et al.,(30) quienes utilizaron 2 y 3 ml de plasma 

respectivamente. La razón por la cual se utilizó menos plasma en el presente 

estudio es básicamente por el protocolo del kit utilizado para la extracción, el cual 

recomendaba volúmenes de 240ul. Sin embargo, daba la posibilidad de poder 

utilizar mayor cantidad de plasma para aumentar la cantidad de ADN extraído, 

razón por la cual se decidió duplicar el volumen recomendado. La segunda causa 

posible es el kit utilizado, que podría tener cierta influencia en la concentración y 

calidad del ADN extraído, como se demostró en el estudio realizado por Sorber 

et al.,(95) donde se compararon cuatro kits para el aislamiento de ADN circulante, 

a partir del plasma, encontrando diferencias entre los kits en términos de 

eficiencia. Entre los kits comparados, no se encuentra el utilizado por el presente 

estudio, pero sí el kit utilizado por Beaver et al. (6) y García-Saenz et al.,(30) 

(QIAmp circulating nucleic acid kit), el cual demostró tener la más alta eficiencia 
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de aislamiento junto con el Maxwell RSC cfDNA Plasma kit de Promega en 

comparación con los otros dos kits.(95) 

Por otro lado, el uso de dos o más chips por paciente pudo haber ayudado en 

mejorar los resultados en plasma reduciendo o eliminando el posible error de 

pipeteo, ya que el sistema de PCR digital QuantStudio permite utilizar más de un 

chip por muestra para aumentar las posibilidades de encontrar la molécula 

blanco.(80) 

Al comparar el estatus mutacional global con las covariables clínicopatológicas 

no se logró encontrar ninguna asociación significativa, lo que se podría deber al 

bajo número de nuestra población de estudio que contrasta con los estudios de 

Oshiro et al.(29) y Saal et al.,(26) en el que se utilizaron poblaciones de 313 y 292 

respectivamente y sí se encontraron asociaciones significativas entre el estatus 

mutacional y la presencia de receptores hormonales. A pesar de ello, el presente 

estudio si logró identificar una asociación significativa al analizar cada una de las 

mutaciones por separado y se encontró una asociación entre la mutación 

H1047R del exón 20 con la sobreexpresión de receptores HER-2 (p= 0.038), lo 

cual guarda cierta relación con lo reportado por Castañeda et al. (28) en población 

peruana, quien encontró una asociación entre el estatus mutacional general y la 

sobreexpresión de receptores HER-2 (p= 0.034).(28)  

La principal limitación del presente estudio ha sido la gran pérdida de pacientes, 

la cual pudo afectar al poder estadístico y con ello el análisis de variables 

clínicopatológicas con el estatus mutacional. Al realizar el diseño del estudio, se 

contempló como posible limitación la pérdida de pacientes al no poder contar con 

sus respectivas muestras tumorales, principalmente por respuestas totales o 

parciales a la neoadyuvancia ya que las pacientes no desearan continuar 

participando en el estudio. En respuesta a ello, se decidió el uso alternativo de 

las biopsias cuando las muestras tumorales no estuviesen disponibles, 

minimizando las pérdidas. Sin embargo, se presentó una pérdida del 38% de 

pacientes al no poder conseguir ni las muestras tumorales ni de biopsia a tiempo; 

debido, principalmente, a problemas burocráticos con unas de las instituciones 

participantes de la investigación.  



 

47 
 

En el caso de las fortalezas, se podría considerar al ensayo de diluciones y al 

establecimiento de límites fijos para VIC y FAM como las principales fortalezas 

de la presente investigación.  

El ensayo de diluciones (tabla 6), por su parte, ha permitido darles respaldo a los 

resultados de la PCR digital en tumor, específicamente a aquellos 37 casos que 

la PCR digital detectó, mas no la secuenciación Sanger. Teóricamente dichos 

casos serían considerados como falsos positivos, sin embargo, hay que tener en 

consideración el fundamento básico de la PCR digital en obtener una detección 

absoluta y precisa de las moléculas blanco al compartimentalizar las reacciones 

en hasta 20 000 pocillos. A pesar de ello, la posibilidad de falsos positivos existía, 

más aún al tener algunos casos en los cuales solo se apreciaba un punto azul 

(FAM) y los porcentajes de FTA eran muy bajos. Es en base a ello, se decidió 

realizar el ensayo de diluciones para poder determinar el límite de FTA para 

considerar a una paciente como positiva para una mutación.  

Se eligió un caso modelo positivo para cada mutación y se realizaron diluciones 

de este en un ADN control (no mutado) a diferentes diluciones. 

Lamentablemente, no se pudo realizar la PCR digital para detectar la mutación 

E545K a una dilución de 0.1%, debido a que no se contaba con la cantidad 

suficiente de  ADN para realizar el ensayo. Sin embargo, se logró detectar copias 

de ADN mutados para la misma mutación a una dilución teórica menor (0.01%) 

a diferencia de las otras mutaciones donde no se detectó mutación. Es debido a 

esto y a la detección satisfactoria de mutaciones al 0.1% de dilución teórica en 

el caso de las mutaciones en el exón 20 que se estableció la FTA de 0.1% como 

límite de detección de la PCR digital en el presente estudio, límite similar a los 

reportados por García-Saenz et al.(30) por medio de diluciones con líneas 

germinales donde sus límites de cuantificación eran 0.15% y 0.18% para E545K 

y H1047R, respectivamente.  

Por otro lado, el uso de límites fijos para VIC y FAM ha logrado dar uniformidad 

al análisis de los tumores por PCR digital permitiendo su reproducibilidad y es 

hasta donde sabemos, la primera vez que se reporta su uso en esta plataforma. 

Además de ello, su implementación ha permitido disminuir los posibles falsos 

positivos al utilizar una desviación estándar superior a la media calculada para 
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los límites. Resulta que en algunos casos (especialmente en la mutación E545K) 

las áreas pertenecientes a FAM se encontraban muy limítrofes al área 

correspondiente a las no amplificadas (anexo 2, figura suplementaria 3) 

poniendo en duda si los puntos limítrofes fueran falsos positivos o no, lo cual se 

solucionó con la elevación del límite de FAM.  

Si bien la PCR digital no ha demostrado una concordancia adecuada en 

identificar las mutaciones PIK3CA en plasma, sí ha logrado demostrar una alta 

sensibilidad en relación a la secuenciación Sanger en tumor y ha demostrado 

poder detectar una mayor cantidad de pacientes afectados que la secuenciación 

Sanger. Esto podría tener una gran implicancia en la práctica clínica oncológica 

o en futuros ensayos clínicos dirigidos a la vía PI3K/AKT/mTOR al poder 

identificar más pacientes afectados con estas mutaciones y poder determinar a 

través de esta, la frecuencia de alelos mutados mínimamente necesaria para que 

los pacientes obtengan algún beneficio de los medicamentos contra esta vía, ya 

que algunos ensayos clínicos publicados recientemente reportan utilizar 

métodos cualitativos o con margen de detección mínimo de hasta 5% para las 

mutaciones; como el caso de Martin et al.(96) Ellos desarrollaron un ensayo clínico 

de fase II evaluando la efectividad del buparlisib (un pan-inhibidor de la vía PI3K 

de clase I)  donde utilizaron la secuenciación Sanger para discernir si la paciente 

presentaba o no la mutación PIK3CA, o el caso de Dickler et al.,(97) en el que 

utilizaron la prueba para mutaciones PIK3CA Cobas, la cual si bien tiene un 

mejor índice de detección que la secuenciación Sanger pudiendo detectar casos 

con hasta 5% de alelos mutados, brinda un resultado cualitativo.(98) En ambos 

casos, la PCR digital no solo hubiera identificado una mayor cantidad de casos 

que las técnicas mencionadas, sino que también hubiera brindado un valor 

cuantitativo.  
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CONCLUSIONES 

 

La PCR digital ha demostrado tener una alta sensibilidad para detectar 

mutaciones PIK3CA en tumor respecto a la secuenciación Sanger. 

La frecuencia de mutaciones PIK3CA detectada por la PCR digital, en este 

estudio, ha sido la más alta registrada (74.6%) en comparación con otros 

estudios. 

La PCR digital tiene, según este estudio, una concordancia débil entre la 

identificación de mutaciones PIK3CA de tumor con plasma. 

Existe una asociación significativa entre la presencia de la mutación H1047R 

y el estatus del receptor HER-2.  

El establecimiento de ejes fijos para los eventos de VIC y FAM en las gráficas 

de la PCR digital brindan una mayor uniformidad de los resultados y 

disminución de falsos positivos.  

El ensayo de diluciones brinda respaldo a los resultados reportados por la 

PCR digital.  
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RECOMENDACIONES 

 

Para futuros estudios, se recomienda utilizar un tamaño muestral mayor para 

obtener un mejor análisis estadístico respecto a las covariables 

clínicopatológicas y el estatus de mutaciones, así como para confirmar los límites 

de VIC y FAM establecidos en el presente estudio.  

Para mejorar las condiciones previas al análisis (respecto a la PCR digital en 

plasma) y simplificar el transporte y almacenamiento de la muestra de sangre, 

se recomienda utilizar los tubos Cell-Free DNA BCT de Streck en vez de los 

tubos de EDTA. Por otro lado, se recomienda, en base a otros autores, utilizar 

un mayor volumen de plasma al realizar la extracción de ADN. Además, se 

sugiere utilizar más de un chip por paciente para garantizar la identificación de 

por lo menos una molécula objetivo (mutado) al momento de realizar la PCR 

digital en plasma. 

Finalmente, para próximos estudios, sería interesante realizar el seguimiento a 

las pacientes y obtener muestras de sangre posoperatorias, para, de esa manera, 

evaluar el valor pronóstico de las mutaciones PIK3CA. 
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ANEXOS 

 

1. Matriz de consistencia 
 

Título Formulación 

del problema 

Objetivos Hipótesis Tipo y 

diseño 

Población Instrumento 

Evaluación 

de 

mutaciones 

en el gen 

PIK3CA en 

tumor y 

plasma de 

pacientes 

peruanas 

con cáncer 

de mama 

mediante 

PCR digital, 

Lima 2016-

2017: 

Análisis de 

sensibilidad y 

nivel de 

concordancia  

 

¿Cuál es la 

sensibilidad de 

la PCR digital 

para detectar 

la presencia 

de mutaciones 

del gen 

PIK3CA en 

tumor y  su 

nivel de 

concordancia 

en el plasma 

de  pacientes 

peruanas con 

cáncer de 

mama en 

Lima, 2016 - 

2017? 

 

 

 

Objetivo general: 

Determinar la 

sensibilidad  de la PCR 

digital para detectar 

mutaciones en el gen 

PIK3CA en tumor y su 

nivel de concordancia 

en el plasma de 

pacientes peruanas con 

cáncer de mama en 

Lima, 2016 - 2017. 

Objetivos específicos: 

Identificar la presencia 

de mutaciones en el  

gen PIK3CA en plasma 

y tumor por medio de la 

PCR digital en pacientes 

peruanas con cáncer de 

mama en Lima, 2016 - 

2017. 

 

Identificar la presencia 

de mutaciones en el gen 

PIK3CA en tumor por 

medio de la 

secuenciación tipo 

Sanger en pacientes 

peruanas con cáncer de 

mama en Lima, 2016- 

2017. 

 

Describir las 

características clínico-

patológicas en las 

pacientes peruanas con 

cáncer de mama en 

Lima 2016- 2017. 

La PCR digital 

tiene una 

sensibilidad 

igual o 

superior a la 

secuenciación 

Sanger y es 

concordante 

en el plasma 

al detectar las 

mutaciones 

en el gen 

PIK3CA en 

las pacientes 

peruanas con 

cáncer de 

mama en 

Lima, 2016-

2017. 

 

 

Cuantitativo 

Observacional 

Analítico 

transversal 

Prospectivo 

 

Paciente 

mujer con 

diagnóstico 

de cáncer de 

mama mayor 

de 18 años. 

 

Tipo 

muestreo: 

Muestreo no 

probabilístico 

continuo 

Ficha de 

recolección de 

datos 

realizada por 

el autor. 
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2. Tablas suplementarias 

 

Tabla suplementaria 1. Sondas comerciales (ThermoFisher Scientific) usadas para la 
PCR digital 

Gen 

PIK3CA 

Exón Código comercial de identificación 
del ensayo 

E545K 9 Hs000000086_rm 

H1047R 20 Hs000000088_rm 

H1407L 20 Hs000000089_rm 

 

 

 

Tabla suplementaria 2. Cebadores y sondas usadas para amplificar y secuenciar las 
muestras de tumor y biopsia para el exón 09 y 20 

Gen Exón Tamaño 

(pb) 

Cebador Promotor 5´-3´ Cebador reverso 5´-3´ 

 
 

PIK3CA 
 

9(*) 195 pb CTGTGAATCCAGAGGGGAAA ACTTACCTGTGACTCCATAGAAAATC(**) 

20 80 pb GAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTT(**) ATCCAATCCATTTTTGTTGTCC(**) 

20(***) 200 pb GAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTT(**) CCTATGCAATCGGTCTTTGC 

pb: pares de base 
(*): Todas las muestras fueron amplificadas y secuenciadas con los mencionados cebadores. 
(**): sonda diseñada para PCR digital. 
(***): Solo 19 muestras fueron amplificadas y secuenciadas con los mencionados cebadores (pacientes: 
03, 06, 08, 21, 28, 29, 34, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 50, 61, 62, 67, 69 y 72). 
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Tabla suplementaria 3. Cantidades y concentraciones de la mezcla para amplificación 
de exón 20 PIK3CA 

Reactivos Cantidad para una muestra (ul) 

Buffer (KCl) 10X 2.5 

Taq polimerasa 5U/Ul 0.25 

MgCl2 (25Mm) 2 

Primer forward 20X 1 

Primer reverse 20X 1 

ADN 3 

Agua 14.4 

dNTPs 0.85 

 

 

 

Tabla suplementaria 4. Cantidades y concentraciones de la mezcla para amplificación 
de exón 9 y 20 PIK3CA(*) 

Reactivos Cantidad para un muestra (ul) 

Buffer KCl 10X 2.5 

Taq polimerasa 5U/Ul 0.2 

MgCl2 25Mm 1.5 

Primer forward 20X 1.25 

Primer reverse 20X 1.25 

ADN 4 

Agua 13.8 

dNTPs 0.5 

(*): Solo 19 pacientes fueron analizadas para el exón 20 bajo las presentes condiciones (pacientes: 03, 
06, 08, 21, 28, 29, 34, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 50, 61, 62, 67, 69 y 72).  
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Tabla suplementaria 5. Condiciones de amplificación exón 20 PIK3CA  para 
secuenciación Sanger 

Fases Ciclos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 
inicial 

1 95°C 5 minutos 

Desnaturalización   

45 

95°C 15 segundos 

Anillamiento 56°C 30 segundos 

Extensión 72°C 20 segundos 

Extensión final 1 72°C 7 minutos 

 

 

Tabla suplementaria 6. Condiciones de amplificación exón 9 PIK3CA   para 
secuenciación Sanger 

 

Fases Ciclos Temperatura Tiempo 

Desnaturalización 
inicial 

1 95°C 5 minutos 

Desnaturalización   

45 

95°C 15 segundos 

Anillamiento 57°C 15 segundos 

Extensión  72°C 20 segundos 

Extensión final 1 72°C 7 minutos 
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3.  Figuras suplementarias 

 

Figura suplementaria 1. Ejemplo de caso modelo para mutación H1047R paciente I- 

Gráfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software correspondiente al 
análisis de la paciente N°28 para la mutación H1047R. Los puntos azules señalados por 
la flecha del mismo color corresponden a FAM o alelos mutados homocigotos, los puntos 
verdes corresponden a casos heterocigotos (alelos mutados y silvestres), los puntos 
rojos corresponden a VIC o alelos silvestres homocigotos y los puntos amarillos a los no 
amplificados. 

 

 

Figura suplementaria 2. Ejemplo de caso modelo para mutación H1047L paciente I-
35. 

Gráfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software correspondiente al 
análisis de la paciente N°35 para la mutación H1047L. 
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Figura suplementaria 3. Ejemplo de caso modelo para mutación E545K paciente 
I-68. 

Gráfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software correspondiente al 
análisis de la paciente N°68 para la mutación E545K. Los puntos correspondientes a 
FAM se encuentran limítrofes o cercanos a los no amplificados. 

 

 

 

 

Figura sumplentaria 4. Ejemplo de cómo establecer los límites de FAM y VIC para las 
mutaciones PIK3CA. 

Gráfica emitida por QuantStudio 3D Analysis Suitetm Cloud Software correspondiente al 
análisis de la paciente N°02 para la mutación H1047R. Para calcular el eje de FAM 
para cada mutación, se utilizó el valor (dentro de círculo negro) del punto más inferior 
del grupo de FAM (flecha azul). Para VIC se obtuvo el valor (dentro del círculo 
morado) del punto más a la izquierda del grupo de VIC (flecha roja). 
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Figura suplementaria 5. Ejemplo de electroforesis de amplificación por PCR punto 
final o convencional. 

Gel de agarosa al 1.5% de concentración con el cual se realizó la electroforesis de 
algunas muestras del estudio. Las bandas corresponden a un producto de 80 pares de 
base correspondiente al exón 20 del gen estudiado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 6. Secuencia mutada para H1047R. 

Extracto de la secuencia de la paciente N° 02 (PCRd: 56.54%) donde se evidencia en 
la posición 3140 (señalada por la flecha roja) un cambio de nucleótido de adenina por 
guanina; siendo la secuencia normal: TGCACAT. La flecha negra señala el pico 
correspondiente a guanina en vez de adenina.  
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Figura suplementaria 7. Secuencia mutada para E545K. 

Extracto de la secuencia de la paciente N° 24 (PCRd: 50.25%) donde se evidencia en 
la posición 1633 (señalada por la flecha negra) un doble pico correspondiente a adenina. 
La flecha roja señala el pico verde correspondiente a la mutación 1633 G>A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 8. Histograma casos modelo FAM E545K. 
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Figura suplementaria 9. Histograma casos modelo FAM H1047R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 10. Histograma casos modelo FAM H1047L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 11. Histograma casos VIC. 
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4.  Instrumento de recolección de datos 

 

EVALUACIÓN DE MUTACIONES EN EL GEN PIK3CA EN TUMOR Y PLASMA DE PACIENTES 
PERUANAS CON CÁNCER DE MAMA MEDIANTE PCR DIGITAL, LIMA 2016-2017: ANÁLISIS DE 

SENSIBILIDAD Y NIVEL DE CONCORDANCIA  

Giannoni Luza, Stefano 

1 N.° Historia clínica:   ______________ 

 

2 Edad al diagnóstico: __________   

 

3 Fecha del diagnóstico: _________ 

 

4 Lugar de nacimiento: _____________________                     

 

         5.  Hemograma:    patológico    No patológico:  

 

         6. Tipo histológico: ____________________________ 

 

6    Estadio del cáncer de mama:  

0   IA    IB   IIA    

 

IIB   IIIA   IIIB   IIIC 

 

                                          IV                           No evaluable 

 

7    Inmunohistoquímica: 

 

HER2  (+)      HER2  (-)   ER  (+)   ER  (-)   

 

PR (+)   PR (-)  

 

         8.    Tamaño del tmor (cm):   > 4cm       < 4cm 

 

         9.    Nódulo linfático:            Positivo            Negativo 

 

         10.    Metástasis:     Positivo                            Negativo 
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         11.    Estatus hormonal          premenopausia        posmenopausia 

 

                    Presente         No presente 

 

14.   Mutación E545 en pasma detectada por PCR digital 

 

15.   Mutación H1047 en plasma detectada por PCR digital 

 

16.   Mutación E545 en tumor detectada por PCR digital  

 

  

17.   Mutación H1407 en tumor detectada por PCR digital 

 

18.   Mutación E545 en tumor detectada por Secuenciación tipo Sanger 

 

19.   Mutación H1047 en tumor detectada por Secuenciación tipo Sanger 
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5.  Consentimiento informado 
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