m UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud

Maestria en Biologia de la Reproduccion Animal

TESIS

“Perfil de Expresion de las proteinas marcadoras
de Transicion Epitelio-Mesénquima, E-cadherina y
N-cadherina, en Cancer Epitelial de Ovario”

Para obtener el grado de Maestro en Biologia de la Reproduccion
Animal que presenta:

Rene Moshe Rivera Escobar

Codirectores
Dra. Maria del Carmen Méndez Herrera
Dr. Pablo Gustavo Damian Matzumura

Asesor
Dr. Enrique Antonio Pedernera Astegiano

Ciudad de México a 28 de junio del 2022




Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

COMITE TUTORAL
Codirectores
Dra. Maria del Carmen Méndez Herrera Pakt /‘ .
Universidad Nacional Auténoma de México »"’4“ o
Facultad de Medicina

carmenmh2001@yahoo.com.mx

Dr. Pablo Gustavo Damian Matzumura

Departamento de Biologia de la Reproduccion

Unidad Iztapalapa a/
Universidad Auténoma Metropolitana L,
pgdm@xanum.uam.mx /
Asesor:

Dr. Enrique Antonio Pedemera Astegiano W

Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina

epa@unam.mx




Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

MIEMBROS DEL JURADO

LIE It
Presidenta

Dra. Maria del Rosario Tarragd Castellanos
UAM-I Universidad Auténoma Metropolitana
Departamento de Biologia de la Reproduccién

/////M‘
Secretario
Dr. Enrique Antonio Pedernera Astegiano
Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina

Vocal
Dr. Javier Esteban Jiménez Salazar
Escuela Militar de Graduados en Sanidad
Secretaria de la Defensa Nacional

Vocal

M. en C. Maria José Gomora Herrera
Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

La Maestria en Biologia de la Reproduccion Animal de la Universidad Autdnoma Metropolitana,
Unidad Iztapalapa, pertenece al padron de posgrados de excelencia (PNPC) del Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) con nimero de referencia 003797.



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) otorgd una beca al estudiante del
posgrado de la Maestria en Biologia de la Reproduccion Animal Rene Moshe Rivera Escobar (CVU):
1031018.



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

Este trabajo de investigacion se llevd a cabo bajo la codireccion de la Dra. Maria del Carmen
Méndez Herrera del Departamento de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina, UNAM, el
Dr. Pablo Gustavo Damian Matzumura, del Departamento de Biologia de la Reproduccion, de la
UAM-I, asi como la tutoria del Dr. Enrique Antonio Pedernera Astegiano, del Departamento de
Embriologia y Genética, Facultad de Medicina, UNAM.



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Auténoma Metropolitana que se volvié mi segunda casa, por darme la oportunidad de formar
parte de su gran comunidad y por brindarme todo lo necesario para mi formacion. Asi mismo agradecer al

CONACyT por otorgarme una beca para poder realizar mis estudios de Maestria.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por el apoyo otorgado y las herramientas que me brindé para
realizar mi proyecto y estudios de Maestria. Especialmente a la Direccion General del Personal Académico
(DGAPA) por el financiamiento de este proyecto mediante el PAPIIT-IN208822 y PAPIIT-IN218120, asi como
al Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) por el apoyo otorgado mediante el INCan(019/060/OMI).

Al Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia de la SEDENA por el apoyo invaluable de

facilitar las muestras de los tumores para realizar el presente trabajo.

A la Doctora Maria del Carmen Méndez por aceptarme en su grupo de trabajo, por facilitarme todas la
herramientas para realizar mi estudios de Maestria, por aceptar guiarme durante el cumplimiento de este
objetivo y sobre todo por su comprension en los momentos dificiles de la pandemia, mi mas sincero y

profundo agradecimiento.

Al Doctor Enrique Pedernera Astegiano por permitirme trabajar en su grupo de investigacion, por las lecciones
ensefiadas y por aceptar el reto de guiarme en esta etapa muy importante, mi mas sincero y profundo

agradecimiento.

Al Doctor Pablo Damian Matzumura por brindarme su amistad sincera, por ser un ejemplo de trabajo y
esfuerzo, por guiarme en este camino complicado, por permitirme formar parte de su grupo de investigacién,
por transmitirme el gusto y pasién por la investigacidén y por todo el conocimiento que me ha compartido.

Siempre voy a estar agradecido con usted.

Al Doctor Javier Esteban Jiménez Salazar por brindarme su amistad sincera, por permitirme ingresar al grupo
de investigacion, por ser un ejemplo para seguir y por toda la ayuda que me brindd para realizar el presente

trabajo. Siempre voy a estar agradecido con usted.

A la Maestra en Ciencias Maria José Gdmora Herrera por brindarme su amistad sincera, por su valioso apoyo

para realizar el trabajo de laboratorio.

Al Médico Cirujano Miguel Angel Almaraz Herandez por su invaluable trabajo en la recoleccién de las

muestras utilizadas para el presente trabajo.

A la Auxiliar de Laboratorio Angelica Caballero Zamora por su valioso apoyo para realizar el trabajo de

laboratorio.



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

DEDICATORIA

Este logro quiero dedicarselo especialmente a las personas que tanto amo y que ahora me cuidan

desde el cielo.

A mis abuelos Alfonso y Evangelina a quien siempre tengo en mi corazon y son la inspiracion de

seguir adelante. Gracias por todo el amor que me dieron.

A mi tia Irene por todo el apoyo, amor y carifio que me diste de manera incondicional, porque tus

consejos siempre fueron de seguir siempre para adelante.

A mi madrina Esther por todo el apoyo, amor y carifio incondicional que siempre me mostraste, por
el consejo de siempre seguir adelante y luchar por lo que se quiere, por tu gran ejemplo de

superarse aun cuando existen muchas adversidades.

A mi tio Ricardo por todos los momentos que vivimos y pasamos, por tus consejos de estudiar y

seguir adelante.

A mi mama Angela por todo el amor y apoyo incondicional para llegar hasta este instantes, sin tu

ayuda no lo hubiera podido lograr siempre voy a estar agradecido contigo.

A mi mama Cristina por salir adelante con mi hermana y conmigo, por formarme con la actitud de

siempre ir para adelante y lograr todas mis metas.
A mis tios Verdnica, Sofia y Alfonso por su apoyo y consejo.

A Molly por veinte afios de amor sincero y carifio, te amo mucho.



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

INDICE

RESUMEN ...ttt et bbbttt benas 11
ABSTRACT ...t b e 12
T INTRODUCCION ....ooormrnrvvooiiinsessisissssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssss s 13
1T CANCET ...ttt ettt ettt b e 13
1.1.1 Epidemiologia del CANCEN .........ccceueuerirrirrreeee e 13
1.1.2 Epidemiologia del Cancer de OVario .........ccccooviccciieiisceceeec s 14

1.2 Estructura de 105 OVarios. .........cccciviceiiicicccee e 15
1.2.1 Epitelio Superficial OVArico (ESO) .......coeeeiiiireieereecee s 15
1.2.2 COMEZA OVAICA .....cveueiicietcieee et 15
1.2.3 MEAUIA OVANICA.......cocveverereieteieieteiee et 16

1.3 CANCEr A€ OVANO ..ot 16
1.4 Transicion Epitelio Mesénquima (TEM)........cccooovvrreeiinnnnceeessseeeesee, 18
1.5 MELASTASIS ... 20
1.6 Etiologia del Cancer Epitelial de OVario .........cccceerrrrincrcneeee e, 21
1.7 EStadios de CEO ...t 21
1.8 Clasificacion de CEO por subtipos histol0giCos ..........ccvveeeriririicciiiceeienns 22
1.8.1 Seros0 LIMItrofe.......coviviecciecscec s 22
1.8.2 Carcinoma Seroso de Bajo Grado (LGSC)......ccccevvvverncnceeneseneeens 23
1.8.3 Carcinoma Seroso de Alto Grado (HGSC) ......ccccvveveccveecceneeeeeeeens 23
1.8.4 Cancer de Ovario Endometrioide...........ccccoevvviviiecciieiccccee e 24
1.8.5 Cancer de Ovario MUCINOSO.........ccccivririririeiiisisieieee s 24
1.8.6 Cancer de Ovario de Células Claras..........cccoevreeierinnnsnierensseeeeens 25

2. ANTECEDENTES ..ottt e 25
2.1 E-cadherina como marcador de la progresion del CEO............cccocvvvvrirninne. 25

2.1.1 Estudios que no apoyan la utilizacion de E-cadherina como marcador de
Progresion tUMOIAl ..........ccooovviiveeiiiirseeee e 26



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

2.1.2 Estudios que apoyan la utilizacion de E-cadherina como marcador de

ProgreSion tUMOTAL ..........couivrirrreicir e 27
2.2 N-cadherina como marcador de la progresion del CEO..........cccocovvvvvrnne, 32
2.2.1 Estudios que apoyan la utilizacion de N-cadherina como marcador de
ProgreSiON tUMOIAl .........cccvoviiiciiee e 33
3. JUSTIFICACION .......oovvvoernsssvossseessssssssss s 36
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL.......cocoeeeeieieieree e 38
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION ... 38
B. HIPOTESIS .....ooorevveieesesesssesisss s sssssss s sssssssss s 39
7. OBUETIVOS ...ttt 39
7.1 ODJELIVO GENETAL.....c.coiiiieeee e 39
7.2 ODbjetivos PartiCUlares. ... 39
8. MATERIALES Y METODOS.........coiveeeeeeeeeeeeseeeeeeeseseeseseesesee s ssseesansessneens 40
8.1 Procesamiento de 1as MUESEIas ..........ccccvrivivireciiscce e 41
8.2 Desparafinacion y recuperacion de antigenos .........ccoceevevieveeceeccsecee, 41
8.3 INMUNONISIOQUIMICA .......ocviiieiccecce e, 42
8.4 Analisis EStadiStiCO........covviiiiii e 42
9. RESULTADOS ... .ottt sttt 42
9.1 Clasificacion de 1as MUESHAS ........ccccvcvcveiiiveiicceee e 42
9.2 Inmunodeteccion de E- y N-cadhering ...........cccovevveciiicicccce e, 44
10. ANALISIS DE RESULTADOS.........coeiieieieieieieieeieeetee e sesesesesns 47
T4 DISCUSION ..o 50
12. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ..o 53
13. BIBLIOGRAFIA ... 55

10



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

RESUMEN

El cancer de ovario es la octava causa de muerte a nivel mundial en mujeres mayores
de 20 afios y en México ocupa el tercer lugar de muerte por cancer ginecologico. Es
importante mencionar que el 90% de los diagndsticos que se realizan son de origen
epitelial y desafortunadamente se detectan en estadios avanzados por la falta de
marcadores especificos que ayuden a la deteccion temprana. Hasta el momento no
existen estudios en mujeres mexicanas sobre la posible utilizacion de E-cadherina
(epitelial) y N-cadherina (neural) como marcadores moleculares para diagnéstico de la
enfermedad, ademas de que los reportes de la literatura cientifica son controversiales.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia de expresion de E- y N-
cadherina en los tumores de ovario limitrofes y carcinomas serosos, los mas
frecuentes en mujeres mexicanas. Este proyecto fue aprobado por las comisiones de
ética de la Facultad de Medicina de la UNAM y del Hospital Militar de Especialidades
de la Mujer y Neonatologia (HMEMN) de la Secretaria de la Defensa Nacional
(SEDENA). Se determind la expresion de E- y N-cadherina mediante
inmunohistoquimica en 34 muestras de tumores limitrofes (11) y carcinomas serosos
(23), obtenidos de pacientes mexicanas. Se observd que la expresion de E-cadherina
es mayor en los tumores limitrofes (>90%) en comparacion con los carcinomas
serosos (56%), mientras que la expresion de N-cadherina es mayor en los carcinomas
serosos (>86%) en comparacion con los tumores limitrofes (18%). Estos resultados
concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde la mayoria de los estudios
sefialan que la expresion de E-cadherina disminuye en los carcinomas serosos
epiteliales de ovario. El incremento en la presencia de la N-cadherina se asocia con el
proceso de progresion y metastasis del Cancer Epitelial de Ovario (CEO).

Con base en estos resultados se propone cuantificar la expresién de E-y N-cadherina
juntas para ser utilizadas como marcadores predictivos de malignidad del CEO. Es
importante sefialar que es el primer trabajo que se realiza en tejidos tumorales de
pacientes mexicanas donde se analiza la expresion de ambas proteinas.
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ABSTRACT

Ovarian cancer is the eighth leading cause of death worldwide in women over 20 years
of age; in Mexico it is the third leading cause of death from gynecological cancer. It is
important to mention that 90% of the diagnoses that are made are of epithelial origin
and unfortunately in advanced stages due to the lack of specific markers that help in
early detection. So far there are no studies of this disease in Mexican women and the
possible use of E-cadherin as a molecular marker for diagnosis of the disease is still
controversial. The objective of the present work was to determine the frequency of E-
and N-cadherin expression in borderline ovarian tumors and serous carcinomas. This
project was approved by the ethics commissions of the Faculty of Medicine of the
UNAM and the Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia
(HMEMN) of the Secretaria de la Defensa Nacional (SEDENA). E- and N-cadherin
expression was determined by immunohistochemistry in 34 samples of borderline
tumors and serous carcinomas obtained from Mexican patients through a
transoperative study. It was observed that E-cadherin expression is higher in
borderline tumors (90.10%) compared to serous carcinomas (56,52%), N-cadherin
expression is higher in serous carcinomas (percentage that increased (86.90%)
compared to borderline tumors (percentage that decreased (18.10%). These results
are in agreement with those reported in the literature where most studies indicate that
E-cadherin expression decreases in ovarian epithelial serous carcinomas. Regarding
N-cadherin, no contradictory studies were found in relation to the increase in the
expression of this protein and the process of progression and metastasis of CEO.

The expression of E-cadherin is higher in borderline tumors in comparison with serous
carcinomas, for the expression of N-cadherin this relation is inverted, this is the first
work performed in Mexican patients where the expression of both proteins in tumor
tissues is analyzed. Together E- and N-cadherin could be used as predictive markers
of diagnosis and malignancy of CEO.

12
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer actualmente se considera un conjunto de enfermedades que provocan
qgue algunas células del cuerpo se dafien, se multipliquen sin control y se
diseminen a otras partes del cuerpo. ElI cancer puede generarse en cualquier
tejido, glandula u 6rgano del cuerpo humano, el cual, esta formado por billones de
células de diferentes estirpes. En condiciones normales nuestras células se
multiplican mediante un proceso altamente regulado conocido como division
celular, este evento es el encargado de dar origen a células nuevas, cuando las
células envejecen o sufren dafio en su DNA estas activan un proceso de muerte
celular programada (apoptosis) y se da paso a células nuevas que las reemplazan.
Algunas veces dicho evento no se da en el orden antes mencionado, lo que
provoca la formacién de células anormales o dafiadas, por lo tanto, se multiplican
cuando no deberian hacerlo. Estas células anormales o dafiadas generalmente
provocan la formacion de tumores, los cuales, son acumulaciones anormales de
tejido y se pueden clasificar en malignos (cancerosos) y benignos (no
cancerosos). Los tumores cancerosos se caracterizan principalmente por tener la
capacidad de diseminarse o invadir tejidos u 6rganos cercanos, aunque las células
cancerosas que forman los tumores cancerosos también pueden llegar a
diseminarse a otros tejidos u érganos distantes del cuerpo y formar tumores
secundarios, este proceso se conoce como metastasis. Los tumores benignos no
se diseminan a los tejidos u 6rganos cercanos. Es importante mencionar que
cuando se extirpan los tumores no cancerosos, no suelen reaparecer, mientras
que los tumores cancerosos generalmente reaparecen después de un periodo

libre de la enfermedad (Hausman, 2019).

1.1.1 Epidemiologia del Cancer
De manera general el cancer es una enfermedad que hoy dia padecen un gran

namero de personas a nivel mundial, dicha enfermedad puede presentarse de

igual forma en hombres y mujeres, sin importar la edad o la raza del paciente. Es
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importante mencionar que el cancer representa uno de los gastos mas fuertes
para la salud publica de todos los paises; a nivel mundial se calcula que existen
14.9 millones de casos activos, lo que supone 8.2 millones de muertes y que
lamentablemente 196.3 millones de personas sufriran de manera permanente
alguna discapacidad asociada a tratamientos o0 procesos meédicos que estan

relacionados con el combate a esta enfermedad (Sung et al., 2021).

1.1.2 Epidemiologia del Cancer de Ovario

De manera especifica el Cancer de Ovario (CO) registré 295,414 nuevos casos a
nivel mundial y alrededor de 180,000 muertes en el afio 2020 siendo los paises
occidentales los que poseen la mayor incidencia y letalidad de esta enfermedad
(Lee etal., 2019). ElI CO es la octava causa de muerte por cancer en mujeres
mayores de 20 afios y la segunda por causa ginecologica. En México se
reportaron 4759 nuevos casos y 2765 muertes ese mismo afio (Sung et al., 2021),
de todos los tipos de cancer que se desarrollan en el ovario el que se diagnostica
con mayor frecuencia es el de origen epitelial, ocupando el 90% total de los casos,
seguido por los de variedad de linea germinal y tumores de estroma (Jayson et al.,
2014). Desafortunadamente el Cancer Epitelial de Ovario (CEO) es detectado
frecuentemente en estadios avanzados, por tal motivo, esta enfermedad posee las
tasas mas bajas de supervivencia y gran parte de la investigacion actual se centra
en la prevencion y deteccion temprana (Jia etal.,, 2018); las pacientes que
padecen CEO en estadios tempranos presentan sintomas diversos e inespecificos
como: distension abdominal, dolor abdominal o pélvico, oliguria, poliuria, anuria,
agotamiento, meteorismo, amenorrea, dismenorrea, galactorrea, estrefiimiento,
nauseas, vomitos, lumbalgia y cdlico nefritico, debido a esto en la mayoria de los
casos la enfermedad es confundida con sindrome de colon irritable, enfermedad
de Crhon, gastroenteritis, cistitis aguda e infecciones vaginales (Sung et al., 2021).
Se presume que el CEO es diagnosticado de manera tardia debido a que los
médicos realizan diagnésticos equivocados propiciados entre otras cosas por la
falta de marcadores biolégicos especificos que ayuden a la temprana y certera
deteccién de la enfermedad, es muy importante mencionar que el diagndstico

temprano del CEO condiciona la sobrevida libre de la enfermedad (Hui et al.,
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2013), ya que, a pesar de que cerca del 80% de los casos detectados de manera
tardia responde al tratamiento primario, entre el 60 y 70% de las mujeres presenta
una recaida que se vuelve refractaria a la quimioterapia, esto conduce a que los
especialistas médicos realicen a las pacientes una cirugia de cito reduccion que
en la mayoria de los casos conlleva a que se acelere el proceso de metastasis,
con esto se impacta de manera negativa en la recuperacion y prondstico de las

pacientes (Puttabyatappa & Padmanabhan, 2018).

1.2 Estructura de los Ovarios.

Los ovarios son las glandulas sexuales femeninas, se encuentran ubicados en la
parte baja del abdomen dispuestos uno a cada lado del Utero. Son estructuras
encargadas de producir ovocitos, por lo tanto, son una pieza fundamental para el
proceso de la reproduccion en un gran namero de especies, también son los
organos encargados de sintetizar las hormonas (estrogenos y progesterona) que
aseguran un adecuado funcionamiento de todos los 6rganos sexuales. En la
composicién de los ovarios se pueden distinguir tres zonas denominadas epitelio

superficial, corteza y medula ovarica (Kurman & Shih, 2010).

1.2.1 Epitelio Superficial Ovéarico (ESO)

Es el tejido mas superficial que se puede distinguir en los ovarios y es el
encargado de recubrir y delimitar al ovario, hasta ahora no se le ha atribuido
alguna otra funcion especifica, sin embargo, presenta gran relevancia ya que se
encuentra altamente relacionado con diversas patologias ginecolégicas; entre
ellas el cancer epitelial de ovario, que es la patologia diagnosticada con mayor

frecuencia y el més letal de los carcinomas ovaricos (Boron & Boulpaep, 2012).

1.2.2 Corteza Ovarica

La corteza ovarica o region cortical estd localizada justo debajo del epitelio
superficial ovarico y rodea a la médula, es en esta regién donde se encuentran
contenidos los foliculos ovaricos que estan incluidos en el tejido conjuntivo. En la
etapa reproductiva de la mujer estos foliculos pueden ser blancos y son los

encargados de la sintesis de progesterona, también pueden distinguirse foliculos
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en distintas etapas de desarrollo, cuerpos lateos y el foliculo ovéarico, que es
considerado como la unidad morfolégica y funcional del ovario ya que es
responsable de la maduracion del ovocito y la produccion de hormonas esteroides
sexuales. De tal manera que al inicio de cada ciclo reproductivo de la mujer, los
foliculos comienzan una serie de cambios en su desarrollo y maduracion, en la
primera etapa de este proceso participa el foliculo primordial, el cual presenta una
sola capa de células aplanadas que rodean al ovocito primario; a medida que pasa
el tiempo estas células van cambiando su conformacion de planas a cuboides
hasta formar un estrato multilaminar, es en esta fase que el foliculo es
denominado como primario, seguido de los de tipo preantral o secundarios, los
cuales se distinguen por la presencia de liquido folicular entre las células de la
granulosa, las cuales son las responsables de la sintesis de 17B-estradiol (E>); en
la periferia de dichos estratos celulares se encuentra la teca, que se divide en la
teca interna (productora de andrégenos, sustratos para la sintesis de estrogenos)
y teca externa, la cual aisla al foliculo en crecimiento del estroma ovarico. Una vez
alcanzada la maduracion tanto del ovocito secundario como del foliculo, este se
denomina como terciario o de D’Graaf, el cual es el responsable de la liberacién
del ovocito maduro durante la ovulacion; no obstante, aquellos foliculos que no
alcancen la madurez entran en un proceso de atrofia denominado atresia folicular
(Boron & Boulpaep, 2012).

1.2.3 Médula Ovarica

La médula del ovario o region medular se divide en: médula yuxtacortical (ubicada
por debajo de la corteza) y médula profunda, esta regién se encuentra en el centro
del ovario y se compone de tejido conjuntivo laxo y de vasos sanguineos
tortuosos, contiene vasos linfaticos y nervios (Boron & Boulpaep, 2012).

1.3 Cancer de Ovario
El cancer de ovario es una enfermedad que se origina en las gonadas femeninas
(ovarios) y al igual que otros tumores malignos se puede producir por alteraciones

dadas a nivel genético que ocasionan el crecimiento y proliferacién celular anormal
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y descontrolada, pero es muy importante mencionar que actualmente no se
conoce el mecanismo especifico que induce la generacion de dicha enfermedad,
incluso, se le ha denominado el asesino silencioso, porque los sintomas se
presentan en estadios avanzados, por lo que es muy dificil tratarlo de manera
eficiente pues, con el diagnostico tardio se condiciona de manera negativa la

recuperacion de las pacientes (Prat et al., 2005).

Actualmente, se considera que el cancer de ovario agrupa a enfermedades
molecular y etiolégicamente distintas que comparten una misma localizacion
anatomica, presentan caracteristicas clinicas propias y responden de manera
diferente a los tratamientos. Los tumores ovaricos de origen epitelial representan
aproximadamente el 90% del total de los casos de dicha enfermedad la
clasificacion en subtipos esta basada en su aspecto histopatoldgico, siendo los
mas frecuentes los carcinomas serosos de alto grado (70%), endometrioide (10%),
de células claras (10%), serosos de bajo grado (5%) y mucinosos (3%) (Duska &
Kohn, 2017).

El origen de los carcinomas de ovario es complejo y hasta la fecha no se ha
logrado dilucidar de manera exacta. Hasta el momento sabemos que solo menos
del 10% del total de los casos se asocian a mutaciones en los genes BRCAL,
BRCA2, P53, Rb y en oncogenes como K-RAS y B-RAF que son encargados de
activar vias de sefalizacion en las que intervienen las proteinas cinasas activadas
por mitbgenos o MAPK (Stewart etal., 2019). Por otra parte, estudios
epidemiolégicos asocian a los esteroides con el desarrollo del cancer epitelial de
ovario; la nuliparidad, las terapias de reemplazo hormonal y el sindrome de ovario
poliquistico son factores que aumentan el riesgo de presentar la enfermedad,
mientras que el embarazo y el uso de anticonceptivos hormonales que contienen
progesterona (P4) se consideran factores protectores para este tipo de neoplasia
(Kossai et al., 2018).

Los estrégenos, androgenos y progesterona actlan a través de sus receptores

nucleares, el Receptor de Estrégenos (RE), Receptor de Andrégenos (RA) vy
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Receptor de Progesterona (RP) respectivamente. Es importante mencionar que el
RA es el mas abundante de los tres receptores seguido en frecuencia por RE y
RP. Trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio reportan que en las
pacientes mexicanas el RA es el receptor que se expresa con mayor frecuencia en
el 54% de los casos, seguido de RP (49%) y en tercer lugar RE (39%); lo cual
indica que cada subtipo tiene un perfil particular de expresién de estos receptores
(Gomora et al., 2018). Existe una hipotesis sobre la activacion intracelular de
moléculas de sefalizacion, que se complementa con la presencia aumentada de
los receptores a estrogenos, andrégenos y progesterona en las células tumorales.
Recientemente ha sido reportado que los esteroides sexuales, actuando a través
de sus receptores, pueden inducir la transicion epitelio mesénquima (TEM), un
proceso previo a la metastasis caracterizado por cambios en la expresion genética

y la pérdida del fenotipo epitelial (Mizushima & Miyamoto, 2019).

1.4 Transicion Epitelio Mesénquima (TEM)

La TEM es un elemento esencial y altamente regulado para las etapas tempranas
del desarrollo embrionario (Tanaka & Ogishima, 2015); sin embargo, hoy sabemos
qgue la desregulacién de la TEM se asocia con muchos tipos de fibrosis y con
procesos de progresion oncogénica (Mani et al., 2008). La TEM es un evento
previo a la metastasis, en este proceso las células epiteliales pierden su fenotipo
como consecuencia de la disminucion en la expresion de las proteinas encargadas
de la adhesidén célula-célula y la sobreexpresion de otras proteinas que ayudan a
la remodelacion del citoesqueleto celular. Las proteinas que forman las uniones
intercelulares se desensamblan en su dominio extracelular, especialmente la E-
cadherina (cadherina epitelial de uniones adherentes) y las ocludinas (uniones
estrechas) en este proceso también estan implicadas las citoqueratinas
(componentes de los filamentos intermedios) y la N-cadherina (cadherina neural),
esta Ultima asociada con la reorganizacion del citoesqueleto de actina que
ocasiona el cambio morfolégico de las células epiteliales y el anclaje de las células
malignas a la matriz extracelular para posteriormente degradarla e infiltrarse

mediante el liquido peritoneal como sucede en el caso especifico del cancer
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epitelial de ovario dichas modificaciones favorecen la migracion, la resistencia a
los estimulos apoptéticos, la invasion y la posterior metastasis de las células
tumorales (Klymenko et al., 2017; Moffitt et al., 2019).

Las células cancerosas derivadas de un proceso de TEM adquieren propiedades
de una célula madre lo que les confiere una marcada resistencia a los tratamientos
quimioterapéuticos, asi como una mayor capacidad para migrar e invadir a traves
de la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular (Olde & Leeb-
Lundberg, 2009) proceso que es catalizado por las metaloproteinasas de matriz
extracelular o MMP’s por sus siglas en inglés, especificamente por los tipos MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10 y MMP-11. La TEM también se
asocia con un cambio en la expresiéon de E-cadherina por N-cadherina, los
filamentos intermedios, queratinas y vimentina (Mani et al., 2008). La disminucion
o pérdida de expresion de la proteina E-Cadherina y la sobreexpresion de N-
cadherina son acontecimientos que se presentan con mucha frecuencia durante la
progresion del cancer y se suscitan en varios tipos como el de préstata, pancreas,
rifién, higado y ciertos tipos de cancer de mama (por ejemplo, el carcinoma
lobulillar) esto se puede atribuir a mutaciones en ciertos genes, la regulacién
negativa de la transcripcion de estos genes debido a la metilacién o a la inhibicién
de la transcripcion del gen estimulada por la activacion de ciertas vias de
sefalizacion, que resultan en la activacién de represores de la transcripcion de E-
Cadherina y activacion de promotores de N-cadherina tales como los factores de
transcripcion Snail-1, Snail-2, SLUG y Twistl (Klymenko et al., 2017).

La TEM también ha sido implicada como un evento importante durante la
recurrencia del tumor, asi como en la resistencia a los inhibidores de los
receptores de diversos factores de crecimiento, principalmente el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Actualmente la TEM es considerada
como un interruptor que permite a las células benignas, no invasivas y no
metastasicas adquirir la capacidad invasiva e infiltrante en el tejido circundante

para genera metastasis. Multiples procesos de TEM que tienen lugar en el mismo

19



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

tiempo y espacio pueden amplificar la progresion del tumor y la metastasis en
modelos experimentales (Loret et al., 2019).

Otra caracteristica clave del proceso de TEM es la regulacion negativa de la E-
cadherina que esta asociada con el incremento en la expresion de Cadherina
Neural (N-Cadherina) (Dochit etal., 2019). Los cambios observados en las
Cadherinas favorecen la capacidad de superar la anoikis, una muerte celular
programada inducida por el desprendimiento celular de la matriz extracelular
(MEC), también se asocia con la adquisicibn de un fenotipo mesenquimal y
confiere un comportamiento celular invasivo, todas estas caracteristicas les
concede a las Cadherinas un potencial como posibles marcadores tumorales de
estadios tempranos y la posibilidad de generar nuevos blancos terapéuticos para

contrarrestar la enfermedad (Voutilainen et al., 2006).

1.5 Metastasis

El proceso de invasion por parte de las células cancerosas inicia con la
penetracion de estas a los tejidos circundantes, para que las células tumorales
puedan iniciar la invasion es necesaria la degradacion de la matriz extracelular
(MEC), lo cual es mediado principalmente por las MMP’s especificamente por las
isoformas 2 y 9. Las MMP’s son enzimas proteoliticas que actian no solo sobre
los componentes de la matriz extracelular como la colagena, fibronectina vy
laminina, sino también sobre los receptores de membrana, moléculas de adhesién

celular y factores de crecimiento como el EGF y el TGF3 (Huang, 2018).

En el cancer de ovario la principal forma de diseminacién de las células tumorales
es a través de la cavidad y liquido peritoneal debido principalmente a la falta de
una barrera anatémica. La diseminacion peritoneal de las células de cancer de
ovario se basa en la capacidad que adquieren de agregarse en estructuras
multicelulares (esferoides), mediante las cuales, las células tumorales pueden
sobrevivir en suspension, posteriormente adherirse e infiltrase en el revestimiento
mesotelial del peritoneo. El establecimiento de estas células en la cavidad

abdominal se asocia con la formacion de ascitis (acumulacion de liquido en la
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cavidad peritoneal) y es responsable de la mayor parte de morbilidad y mortalidad
en el cancer de ovario (Heintz et al., 2006).

1.6 Etiologia del Cancer Epitelial de Ovario

El CEO es una enfermedad que surge en el epitelio superficial ovarico, siendo este
subtipo el mas comun de los tumores malignos de ovario y presenta una elevada
letalidad atribuida a diversos factores tales como: deteccion tardia, diagnostico
erroneo, falta de biomarcadores de diagndstico, alta recidiva (reaparicion del
cancer) y resistencia a tratamientos con farmacos quimioterapéuticos (taxoles y
platinos)(Kurman & Shih, 2010). Un aspecto muy importante de esta enfermedad
es que las pacientes presentan sintomas inespecificos que pueden llevar a los
médicos a diagnosticar de forma erronea otra enfermedad entre estos sintomas
podemos mencionar: inflamacion a nivel de las fosas iliacas y endogastro, colico
nefritico, disfagia , dispepsia , poliuria , ascitis ovarica y en la mayoria de los casos
los sintomas son muy similares a otro tipo de enfermedades, principalmente las
que involucran a la cavidad abdominal, tales como indigestién, colitis vy
enfermedad de Crhon (Schuler et al., 2013) por lo que no se sospecha del cancer
de ovario como primera opcion y en la mayoria de los casos, lamentablemente, se
diagnostica la enfermedad en estadios avanzados, cuando el proceso de
metéastasis esta activo y la enfermedad ha generado un tumor secundario en un

organo distante o diferente al ovario (Malek & Tchernitsa, 2010).

Por otra parte, estudios realizados con anterioridad en tumores ovaricos, reflejan
gue cada subtipo tumoral responde de manera diferente a los tratamientos con los
gue se cuenta hoy dia, por lo que una caracterizacion mas detallada de dicha
neoplasia es crucial para determinar un tratamiento efectivo, oportuno y menos
invasivo, que permita a las pacientes alargar la sobrevida libre de enfermedad
(Mungenast & Thalhammer, 2014).

1.7 Estadios del CEO

De acuerdo con la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia o FIGO,

los tumores ovaricos se clasifican con base en las células que les dan origen,
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estadio y nivel de diseminacion. En la actualidad la clasificacién de los estadios de
la enfermedad se basa en cuatro principales etapas:

e Tipo I: se agrupan los tumores menos agresivos debido a que la masa
tumoral se encuentra localizada en uno o ambos ovarios.

e Tipo Il: se consideran ovarios y cavidad pélvica invadidos

e Tipo lll: se considera la invasion en ovarios, cavidad pélvica, formacion de
implantes en peritoneo y metéstasis a nivel de nddulos linfaticos.

e Tipo IV: se determina cuando existe una metastasis distal hacia diversos
organos, especificamente higado y pleura derecha (Duska & Kohn, 2017).

1.8 Clasificacion de CEO por subtipos histologicos
El CEO se clasifica de acuerdo con sus caracteristicas histopatolégicas, siendo
esta la clasificacion mas aceptada hasta el momento a nivel mundial, dichas
caracteristicas presentan diferentes indices de prevalencia tanto a nivel nacional
como a nivel mundial, los subtipos que se presentan en mayor frecuencia en las
mujeres mexicanas, son los tumores serosos de alto grado o HGSC por sus siglas
en inglés (70%), el de tipo endometriode (10%) el de células claras (10%), el
mucinoso (3%) y el carcinoma seroso de bajo grado o LGSC (5%) (Jayson et al.,
2014). A continuacion, se describen con mayor detalle cada uno de estos subtipos
del CEO.

1.8.1 Seroso Limitrofe

Este tipo de tumores ovaricos se caracterizan por presentar masas semejantes a
un quiste, los cuales, pueden llegar a medir desde dos hasta veinticinco
centimetros dependiendo de la paciente. En este tipo de tumores es muy
frecuente encontrar atipia nuclear y en algunos casos también se puede observar
la estratificacion del epitelio, también es comdn detectar proyecciones
micropapilares, polimorfismo celular y gran actividad mitotica (més de doce mitosis
por campo). Es muy importante mencionar que este tipo de tumores no se
considera propiamente como un carcinoma, debido a que no hay invasion por

parte de las células epiteliales al estroma como en otros tipos de tumores ovaricos
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que pertenecen al mismo subtipo (LGSC y HGSC); en ciertos casos se ha
observado que pueden tener lugar implantes en la cavidad peritoneal, pero las
células que componen este tipo de tumores no presentan propiedades
metastasicas e invasivas, por lo que el pronostico de sobrevida a este tipo de

tumor es mayor en comparacion con los carcinomas serosos (Pignata et al., 2019).

1.8.2 Carcinoma Seroso de Bajo Grado (LGSC)

Estos tumores también poseen un aspecto de quiste y lo que los diferencia con los
carcinomas de alto grado es que en estos tumores no se observa abundante
proliferacion celular (menos de doce mitosis por campo), aunque también se
puede observar la formaciéon de micropapilas, lo cual, denota la infiltracion al
estroma por parte de las células epiteliales conformando un estrato de
aproximadamente 3 milimetros de grosor. Cabe mencionar que especificamente
en este subtipo, existe una variante conocida como psamomatosa siendo la
caracteristica principal que se pueden apreciar cuerpos de psamomma y que
estos ocupan mas del 70% del tejido que compone el tumor (Kuroki & Guntupalli,
2020).

1.8.3 Carcinoma Seroso de Alto Grado (HGSC)

Este tumor es el subtipo que se presenta con mayor frecuencia representando
alrededor del 70% del total de los diagndsticos de esta enfermedad y esta
caracterizado principalmente por presentar mutaciones en la proteina p53, siendo
esta una proteina muy importante para la regulacion del ciclo celular. Hasta el
momento el origen de este tipo de tumor se habia asociado con mayor frecuencia
al epitelio superficial ovarico, pero la evidencia publicada de manera reciente
sugiere que las células cancerosas también pueden tener su origen en la fimbria
de la trompa de Falopio, dicho evento explica la semejanza histoldgica que poseen
ambos tipos de tejido y por esto se le designa de tipo seroso. De acuerdo con lo
antes mencionado se ha propuesto que este tipo de carcinomas podrian estar
altamente relacionados con lesiones que tienen lugar especificamente en el tejido
epitelial tubéarico y esto indica el posible origen del tumor. Por lo general al

momento de que se diagnostican estos tumores, las células cancerosas que
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componen al tumor se encuentran diseminadas en tejidos y 6érganos distintos y
distantes al cual se originaron, diferencia importante que existe entre este subtipo
y el subtipo limitrofe, el cual, no suele invadir otros estratos tisulares (como el
estroma) (Haunschild & Tewari, 2021).

1.8.4 Cancer de Ovario Endometrioide

Es un tumor ovarico que se presenta de manera muy poco frecuente y esta
caracterizado principalmente por presentarse como una masa pélvica redondeada
u ovalada que comunmente estan cubiertas por un epitelio estratificado el cual, no
secreta mucina y los margenes del lumen se encuentran bien definidos. Al igual
qgue en los carcinomas seroso de alto grado en este tipo de tumores se han
reportado mutaciones en p53 con la Unica diferencia de que los tumores del tipo
endometrioide se caracterizan por asemejarse histologicamente al tejido del
endometrio. Estos tumores se pueden presentar de manera bilateral y cerca del
25% de los casos se asocia con la presencia de cancer en el endometrio, aunque
frecuentemente también estan asociados con la endometriosis (Duska & Kohn,
2017).

1.8.5 Cancer de Ovario Mucinoso

El cancer de ovario mucinoso es un tumor grande y generalmente unilateral, se
caracterizan por tener grandes cumulos citoplasméticos de mucina y por presentar
una superficie lisa, aunque también se pueden observar regiones que contienen
pequefios quistes e histolégicamente poseen un patrén de crecimiento papilar y
restos de tejido necrético. A menudo las pacientes afectadas solo presentan como
sintomas dolor pélvico o problemas gastrointestinales. Este tumor se diagnostica
comUnmente en etapas tempranas y es extremadamente raro, ya que solo
representa el 2% del total de los diagnésticos de los carcinomas epiteliales de
ovario, de acuerdo con lo antes mencionado este tumor estd ampliamente
relacionado con canceres de tipo gastrointestinal como colon y estobmago, se
presume que su origen pudriera estar en estos tejidos y a partir de ahi realizar la

metastasis al ovario (Costa et al., 2010).
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1.8.6 Cancer de Ovario de Células Claras

Es una neoplasia ovérica que se presenta con muy poca frecuencia, esta
compuesta por células claras y eosinofilicas, de manera macroscopica se
presentan como una masa tipicamente de manera unilateral que se ha asociado
ampliamente con la endometriosis al igual que el del subtipo endometrioide, este
tipo de tumores se diagnostican en etapas tempranas sin embargo, las pacientes
que padecen este tipo de tumor tienen la particularidad de no responder de
manera adecuada a los tratamientos clinicos y quimioterapéuticos (Kurman &
Shih, 2010).

2. ANTECEDENTES

2.1 E-cadherina como marcador de la progresion del CEO
En los tumores sélidos, como es el caso del cancer de ovario, la pérdida de
contactos celulares tanto célula-célula como célula-lamina basal contribuye a la
distorsiéon de la arquitectura epitelial normal, la pérdida de la polaridad celular y el
desprendimiento de las células de su lamina basal por lo tanto se promueve la
movilidad y diseminacion de las células cancerosas. Entre las proteinas implicadas
en la adhesion de las células epiteliales, se encuentra la E-cadherina que
desempefia un papel clave en la formacion de las uniones adherentes entre
célula-célula. El gen que codifica la E-cadherina humana, llamado CDH1, da
origen a una proteina transmembranal de 120 kDa localizada en la membrana
plasmatica de las células epiteliales, mientras que el dominio extracelular de E-
cadherina estad involucrado en la adhesion celular, el dominio intracelular
interactia con el citoesqueleto de actina para generar las interacciones célula-
célula por medio de proteinas adaptadoras, como son a, B y y-catenina (Rosso
et al., 2017).
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2.1.1 Estudios que no apoyan la utilizacion de E-cadherina como
marcador de progresion tumoral

La E-cadherina se ha descrito como un posible marcador predictivo de presencia
progresion y pronostico en diversos tipos de cancer que se originan en tejidos
epiteliales, ya que la expresion de dicha proteina se ha encontrado con frecuencia
desregulada en estos tipos de tumores. Especificamente para el cancer epitelial
de ovario la utilizacion de E-cadherina como marcador predictivo de presencia,
progresion y prondstico de la enfermedad es aun controversial, aunque la mayoria
de los estudios revisados como parte de una amplia investigacion bibliogréafica

apoyan la idea de que esta proteina sea utilizada como tal.

En 1997 Sundfelt y colaboradores publicaron un estudio donde analizaron la
expresion celular de E-cadherina en muestras de ovarios humanos normales (12),
en tumores epiteliales de ovario benignos (5), limitrofes (4) y en adenocarcinomas
de diferentes estadios y grados histolégicos (18) mediante inmunohistoquimica.
Como resultado de estos analisis obtuvieron que los ovarios normales tenian una
expresion de E-cadherina que se limitaba a los quistes de inclusién o las
hendiduras revestidas por el ESO. Por el contrario, los tumores benignos y
limitrofes expresaban uniformemente E-cadherina, esto también se observé en los
tumores malignos de todos los estadios a pesar de su grado de diferenciacion. Es
importante resaltar que E-cadherina también estaba presente en las metastasis de
dichos tumores y la expresion celular de esta en los quistes de inclusion de los
ovarios normales y en las capas epiteliales de los tumores limitrofes indica que
dicha proteina esta presente en la progresion de la enfermedad por lo que
concluyen que la E-cadherina no puede ser utilizada como marcador de

progresion del cancer epitelial de ovario (Sundfeldt et al., 1997).

Para el afio 2010 Koensgeen y colaboradores publicaron un estudio donde
también realizaron analisis de muestras procedentes de 36 pacientes mediante
inmunohistoquimica (12 muestras de cancer de ovario en estadios tempranos,
muestra de céancer de ovario metastasico y 9 lesiones ovaricas benignas) y
encontraron que en los tumores primarios la expresion de E-cadherina era

comparable con la de los tumores metastasicos mientras que la E-Cadherina no
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mostré ninguna asociacion con los factores clinicopatologicos, también se
encontrd una correlacion significativa entre el aumento del volumen de ascitis y
una mayor inmunoexpresion de E-Cadherina por lo que concluyeron que la
expresion de E-Cadherina no mostré ser estadisticamente significativa para la
supervivencia por tal motivo, el papel de la E-cadherina como posible marcador de
progresion en el cancer epitelial de ovario sigue siendo controvertido y necesita

ser dilucidado en estudios mas amplios (Koensgen et al., 2010).

2.1.2 Estudios que apoyan la utilizacién de E-cadherina como
marcador de progresion tumoral

Es importante mencionar que durante la realizacibn de la investigacion
bibliografica se encontraron mas estudios en los cuales no se apoyaba la
utilizacion de E-cadherina como marcador de progresion del cancer epitelial de
ovario, siendo los dos mencionados anteriormente los que se asemejan mas al
presente proyecto, pues en ellos se utilizan muestras obtenidas de pacientes y el
andlisis se realiz6 mediante la misma técnica que se utilizé en esta investigacion,
la inmunohistoquimica. Por otra parte, es importante resaltar la fecha de
publicacion de los estudios citados anteriormente pues los articulos donde se
apoya la utilizacion de la E-cadherina como posible marcador temprano de

progresion del cancer epitelial de ovario fueron publicados en afios recientes.

En contraste con lo antes mencionado se encontré6 que Faleiro-Rodriguez vy
colaboradores publicaron un estudio retrospectivo donde evaluaron mediante
inmunohistoquimica la expresion de E-cadherina en muestras de 104 pacientes
que padecian carcinomas epiteliales de ovario en estadios primarios y
correlacionaron los factores clinicopatologicos como la edad, la estadificacion
FIGO, el tipo histolégico, la diferenciacion tumoral, el aspecto de la capsula
ovarica, los implantes peritoneales y el tumor residual tras la cirugia de
citorreduccion. Los resultados obtenidos indicaron que, de los 104 carcinomas, se
observdé inmunoexpresion negativa de E-cadherina en 97 muestras (93%),

mientras que las 7 (7%) restantes tenian una expresion anormal de E-cadherina,
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la expresion negativa de dicha proteina predijo de manera significativa una peor

supervivencia de las pacientes en comparacién con la expresion positiva.

De acuerdo con sus resultados los autores concluyeron que la presencia de
recidivas tras la cirugia de citorreduccion y la expresién negativa de E-cadherina
parecen ser marcadores Utiles en pacientes con carcinomas epiteliales de ovario y
podrian indicar la probabilidad de tener un resultado clinico desfavorable. Por
altimo, se sugiere que la evaluacién de la inmunoexpresién de E-cadherina puede
ser un indicador pronostico Util en el cancer de ovario, complementario a los

factores prondsticos establecidos (Faleiro-Rodrigues, et al., 2004).

Seguidamente se publica otro estudio por parte de los mismos autores donde se
analizan muestras de tumores benignos las mismas muestras de tumores
benignos y carcinomas serosos de ovario mediante inmunohistoquimica donde se
observd que casi todos los tumores benignos expresaron E-cadherina y que la
supervivencia general de 5 afos fue significativamente mayor en pacientes que
mostraron mayor expresion celular de E-cadherina (Faleiro-Rodrigues, et al.,
2004).

Por otro lado, Cho y colaboradores publicaron un estudio donde evaluaron
neoplasias ovaricas de subtipo seroso mediante andlisis inmunohistoquimico de
23 neoplasias serosas benignas, 40 limitrofes y 95 carcinomas, utilizando un
microarreglo tisular. En los carcinomas se observé con mayor frecuencia una
reduccion significativa de la expresion de E-cadherina en comparacion con los
tumores benignos y limitrofes también se observé que la baja expresion de E-
cadherina estaba correlacionada con el alto grado del tumor, la presencia de
metastasis a nivel peritoneal y la baja tasa de supervivencia en las pacientes.
Estos resultados sugieren que, la inmunoexpresion de E-cadherina, parece ser un
marcador de prondsticos Util para los carcinomas serosos de ovario (Cho et al.,
2006).

Posteriormente Yu y colaboradores investigaron la expresion de E-cadherina, Ki-
67, mesotelina y sus correlaciones con las caracteristicas clinicopatologicas en 41

casos de tumores serosos limitrofes, 30 muestras de tumores ovaricos benignos y
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30 muestras de carcinomas ovaricos. Sus resultados mostraron que la tasa de
expresion de E-cadherina fue significativamente menor en los carcinomas de
ovario (56,7%) en comparacion con los tumores serosos de ovario limitrofes
(80,5%) y los tumores de ovario benignos. De acuerdo con sus resultados los
autores concluyen que Ki-67, la E-cadherina y la mesotelina pueden desempefiar
un papel importante en la oncogénesis y la progresion de los tumores limitrofes,
mientras que las pacientes con sobreexpresion de Ki-67 y mesotelina
simultdneamente con baja expresion de E-cadherina deben ser objeto de
seguimiento continuo y tratamiento médico adecuado por tener una alta

probabilidad de presentar recidivas del tumor (Yu et al., 2017).

Continuando con los trabajos que apoyan la utilizacion de E-cadherina como
posible marcador de progresion en el cancer epitelial de ovario, tenemos el trabajo
que publicaron de manera reciente Bozhkova y Poryazova-Markova donde
analizan de manera retrospectiva 92 casos de tumores serosos de ovario que
también presentaban metastasis para determinar la expresién de E-cadherina
mediante inmunohistoquimica. Obteniendo como resultado que el 65% de los
tumores benignos demostraron un estado de TEM negativo, es decir, la expresion
de la proteina E-cadherina no mostraba alteraciones en estos tejidos, por el
contrario, se observé que la mayoria de los carcinomas mostraron un estado de
TEM positivo (82%), pues la expresion de E-cadherina en estas muestras era muy
baja. Con base en sus resultados los autores concluyeron que el estado positivo
de la TEM (expresion reducida de E-cadherina) es una caracteristica que se
presenta en todos los carcinomas de ovario incluyendo los que presentan
metéstasis, pero esto no se observa en los tumores benignos serosos de ovario

(Bozhkova & Poryazova-Markova, 2019).

De manera simultanea Bhuyan y colaboradores publicaron un estudio donde
investigaron la  expresion de E-cadherina 'y vimentina mediante
inmunohistoquimica en carcinomas serosos y tumores mucinosos de ovario,
posteriormente compararon la expresion de dichas proteinas en estos tejidos con

la expresion en tumores benignos. Se analizaron muestras procedentes de 60
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pacientes con diagnostico histolégico de neoplasia ovéarica serosa y mucinosa
obteniendo como resultados que la expresion de E-cadherina (marcador epitelial)
disminuye, por el contrario, la expresion de vimentina (marcador mesenquimal)
aumenta en los carcinomas serosos y los tumores mucinosos comparandolos con
los tumores benignos. Los autores concluyeron que la E-cadherina puede ser
utilizada como un marcador para la progresién del cancer epitelial de ovario
(Bhuyan et al., 2019).

Podemos mencionar también el trabajo que publicaron Dochit y colaboradores en
donde se investigd la inmunoexpresion E-, P- y N- cadherina mediante
inmunohistoquimica en 50 carcinomas serosos de ovario y se compar6 con la
expresion de las mismas proteinas en tumores ovaricos limitrofes. En cuanto los
resultados obtenidos se demostraron que la expresion de E- y P-cadherina fue
significativamente superior en los tumores limitrofes en comparacion con los
carcinomas, por otro lado, la expresion de N-cadherina so6lo estaban presentes en
los carcinomas serosos, siendo significativamente superiores en los estadios
avanzados de los tumores. Con base en sus resultados los autores concluyen que
los carcinomas serosos de ovario expresaron E-, P-y N- en diferentes
proporciones y que la expresion alterada de estas esta asociado a la progresion
de la enfermedad y sugieren que estas proteinas pueden utilizarse para identificar
tumores con potencial de progresion y estratificar mejor a las pacientes para

proporcionarles una terapia especifica (Dochit et al., 2019).

Mohanty y colaboradores publicaron de manera reciente un estudio donde
investigaron porque algunos tumores no recidivan y por esto mismo las pacientes
tienen una mayor supervivencia. Analizaron carcinomas serosos de alto grado y
los compararon con los casos que recidivan y evaluaron la relacion entre los
patrones de invasion (intraquistica, micropapilar y no papilar) con la expresion de
E-Cadherina, para poder demostrar el papel predictivo de la recidiva que posee
dicha proteina y asi poder impactar de manera positiva en la supervivencia de las
pacientes. Para este estudio se analizaron un total de 17 tumores que recurrieron

durante los 18 meses de seguimiento y 14 casos que no recurrieron. Los
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resultados mostraron que el 73% de los tumores con patron micropapilar
predominantemente recurrieron, mientras que solo el 27% de los tumores no
recurrentes mostraron este patrén. Por el contrario, se observaron patrones
predominantes del patrén no papilar e intraquistico en el 71% de los tumores no
recurrentes y en el 35% de los recurrentes y solo el 67,7% de los tumores
expresaban E-Cadherina, también se observd que los tumores tenian una
reduccion de la tincion de E-Cadherina en el sitio metastasico, lo cual conduce a
un mal prondstico de la enfermedad. Los autores concluyeron que la E-cadherina
puede servir como un marcador pronéstico Util para estratificar a las pacientes que
padecen carcinomas serosos de alto grado en estadios avanzados (Mohanty et al.,
2019).

En el mismo orden de ideas podemos citar el trabajo realizado por Sawada y
colaboradores donde investigaron la expresién de a5-integrina y E-cadherina que
se detectaron mediante inmunohistoquimica en 107 muestras de cancer de ovario
en fase avanzada. De acuerdo con los resultados 10 de las 107 muestras (9%)
tenian expresion positiva de E-cadherina. También se observdo que la
sobreexpresién de la integrina favorece que se active un mecanismo molecular por
el cual, la pérdida de E-cadherina promueve la progresion del tumor,
proporcionando una explicacién de como la pérdida de dicha proteina aumenta la
probabilidad de que las pacientes presenten metastasis (Sawada et al., 2008).

Por altimo, citamos el trabajo publicado por Voutilainen y colaboradores en el cual
se analizaron por medio de la inmunohistoquimica la expresion de E-cadherina, [3-
y y-cateninas en 305 muestras procedentes de pacientes que padecen carcinomas
epiteliales de ovario en estadios primarios y 44 presentaron metastasis, al mismo
tiempo esta expresion se relaciond con los factores clinicopatolégicos y la
supervivencia de las pacientes. La baja expresién de E-cadherina, B-catenina y y-
catenina fue especialmente frecuente en los subtipos seroso y endometrioide. Los
resultados mostraron que la baja expresion de E-cadherina y B-catenina a nivel
celular esta asociado con una diferenciaciébn inadecuada y la presencia de

metéstasis en las pacientes que padecen este tipo de cancer, por el contrario, la
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expresion no alterada de E-cadherina y B-catenina a nivel celular predijo una
supervivencia favorable sin recidiva. Por lo que concluyeron que los miembros del
complejo E-cadherina-catenina estan asociados con el prondstico de las pacientes

con cancer de ovario epitelial (Voutilainen et al., 2006).

Cabe mencionar que la mayoria de los articulos consultados durante la revisién
bibliografica sefialan que la expresion de E-cadherina disminuye en los
carcinomas epiteliales de ovario, especialmente en los serosos. Es importante
resaltar que hasta el momento no existen reportes de esta indole en mujeres

mexicanas.

2.2 N-cadherina como marcador de la progresion del CEO
La N-cadherina es una molécula de adhesion celular, su ubicacion es
transmembranal y es codificada por el gen CDH2, dicha proteina posee la
caracteristica de unirse al calcio y originalmente se creia que so6lo se expresaba
en las células neuronales de ahi el origen de su nombre, pero los estudios mas
recientes han demostrado que la expresion de N-cadherina es extensa en los
diversos tipos celulares que componen a los organismos. Podemos encontrar a la
N-cadherina en las células endoteliales y en los pericitos que rodean las
microvasculaturas, asi como en una variedad de carcinomas poco diferenciados,
aunado a esto cabe mencionar que también podemos encontrar a N-cadherina en
diferentes tipos de uniones intercelulares, como las uniones de adherencia. Hasta
el momento existen estudios donde se demuestra que la sefializacién iniciada por
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), es responsable de iniciar la TEM y
que este evento estd relacionado con la adquisicibn de las propiedades
migratorias de las células, las cuales son el resultado de la sobreexpresion de N-
cadherina y junto con esto la remodelacion del citoesqueleto; los eventos antes
mencionados confirman la importancia de la sobreexpresion de la proteina y la
influencia que ejerce sobre esta via. Cabe mencionar que actualmente N-
cadherina tiene un papel dilucidado de manera muy clara sobre la progresion
tumoral, incluso muchos autores mencionan que es un potencial blanco

terapéutico para varios tipos de céncer, especificamente los de origen epitelial y
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concuerdan con la idea de que esta proteina puede ser utilizada como un posible
marcador de progresion tumoral (Derycke & Bracke, 2004).

2.2.1 Estudios que apoyan la utilizaciéon de N-cadherina como
marcador de progresion tumoral

En este mismo orden de ideas podemos mencionar el trabajo publicado por Shih y
Yamada en el que se investigan las funciones precisas de la adhesion célula-
célula en la migracion celular, en las cuales, N-cadherina esta altamente regulada,
pues estas células moviles sobreexpresan dicha proteina. Los resultados
obtenidos sugieren que la adhesion celular mediada por la N-cadherina favorece
las interacciones celulares entre las células que migran en una matriz 3D, lo cual
se apega mas a lo que sucede fisiol6gicamente, pues en un sustrato 2D no se
observa el mismo evento, también se demuestra que la expresion ectépica de la
N-cadherina en las células epiteliales transformadas desempefia un papel muy
importante en el inicio de la sefalizacion promigratoria y proporciona una cohesién
celular fuerte pero flexible, esencial para la migracién celular. Los autores sugieren
que la N-cadherina puede ser utilizada como un marcador de malignidad y
progresion tumoral, asi como un potencial blanco terapéutico para combatir la
metastasis (Shih & Yamada, 2012).

Bajo el mismo contexto se puede citar el trabajo publicado por Derycke y Bracke
en el cual se dilucida que las uniones celulares mediadas por la N-cadherina
activan varias vias como las de Rho y las GTPasas que estan involucradas en la
sefializacion, por ejemplo, del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos o
RFGF que esta altamente relacionada con la progresion de varios tipos de cancer
especificamente los de origen epitelial. De acuerdo con sus resultados se afirma
gue la N-cadherina es promotora de la invasién celular y por tal motivo su
regulacién frecuentemente se encuentra al alza. La expresion de la N-cadherina
en las células epiteliales induce cambios en la morfologia hacia un fenotipo
fibroblastico, haciendo que las células sean mdviles e invasivas. Sin embargo, en
algunos canceres, como el osteosarcoma, la N-cadherina puede comportarse

como un supresor tumoral. Los autores concluyen que la N-cadherina puede tener
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multiples funciones: promover la adhesion o inducir la migracion dependiendo del
contexto celular por lo que sugieren que se puede utilizar como un marcador (Util
en la progresion de los tipos de cancer que se originan especificamente en el
tejido epitelial (Derycke & Bracke, 2004).

En el estudio realizado por Ma y colaboradores se investiga la expresion del factor
de transcripcion Twistl y N-cadherina mediante inmunohistoquimica en 120 casos
de cancer de pulmén de células no pequefias (incluidos 68 casos con registros de
seguimiento) y la expresion de ARNm de Twistl y N-cadherina en 30 tejidos de
cancer de pulmon de células no pequefias mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa. El papel funcional de Twistl en
las lineas celulares de cancer de pulmén se evalu6 mediante la deplecién de la
proteina mediada por un pequefio ARN de interferencia, seguida de analisis de
apoptosis e invasion celular. Los resultados obtenidos mostraron que las muestras
de cancer de pulmon utilizadas tenian una tasa de sobreexpresion de Twistl del
38.3% mientras que la sobreexpresion de N-cadherina se observo en el 40.83%
de los tumores analizados. Ademas, los niveles de expresion de ARNm de Twistl
se correlacionaron con los niveles de ARNm de N-cadherina. Basandose en sus
resultados los autores concluyen que la sobreexpresion de Twistl y N-cadherina
podria considerarse como biomarcadores Utiles para predecir el prondstico de los
pacientes en diversos tipos de cancer de origen epitelial, como es el caso del
cancer epitelial de ovario, ademas se sugiere que Twistl podria inhibir la
apoptosis y promover la invasion de las células de cancer de pulmén, y que inhibir
la expresion de dicho factor de transcripcion en las células de cancer de pulmén
condujo a la inhibicion de la expresion de N-cadherina (Ma et al., 2018).

Por otra parte, el trabajo que publicaron Casal y Bartolomé muestra que las
moléculas de adhesion célula-célula (cadherinas) y las proteinas de adhesion
célula-matriz extracelular (integrinas) desempefian un papel fundamental en la
regulacion de la invasion y la metastasis del cancer y se menciona que la mayoria
de los trabajos publicados siguen centrdndose en la cadherina E-y N- por el papel

tan importante que tienen durante el proceso de TEM. Lo antes mencionado se
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relaciona con una amplia gama de tumores sélidos con sobreexpresién o
expresion "de novo" de la N-cadherina (gastrointestinales, ginecoldgicos vy
melanomas, entre otros), lo que sugiere que existe una gran relevancia de esta
cadherina en el proceso de metastasis del cancer. Finalmente concluyen que las
evidencias apoyan el uso de la N-cadherina como un posible marcador de
progresion tumoral y un blanco terapéutico mediante el bloqueo de su capacidad
de funcionar como ligandos de integrinas con el fin de desarrollar nuevas curas

para los pacientes que padecen un cancer metastasico (Casal & Bartolome, 2019).

En el trabajo publicado por Kaszak y colaboradores se menciona que en los
carcinomas de origen epitelial existe un fenémeno que ellos denominan “cambio
de cadherina” y definen este evento como la disminucion de expresion de E-
cadherina y la sobreexpresion de N-cadherina. Este “cambio de cadherina” es el
resultado de la regulacion transcripcional de la expresion de cadherina a través de
varios factores de transcripcion, como Snaill, Slug y Twistl. Estos factores actian
provocando la represién transcripcional de E-cadherina mediante la unién directa a
su promotor ubicado en el ADN. Uno de los principales factores que activa la via
de sefializacibn molecular de la TEM es TGF-B que en colaboracion de otras
moléculas de sefializaciéon como ILK, FAK y Src promueven que se lleve a cabo la
TEM. ElI TGF- en cooperacién con Ras, promueve la transcripcion de Snail y Slug
a nivel de ADN, esto conduce a la ruptura de los desmosomas y en consecuencia
de este evento la célula adquiere motilidad que sumada a la inhibicion de la
expresion de citoqueratina y el aumento de la expresion de vimentina confieren un
fenotipo mesenquimal a las células, por dltimo, se produce el desprendimiento
celular de la ldmina basal que conduce a la pérdida de la polaridad celular y la
consumacion del proceso de degradacion de la union célula-célula. Es importante
resaltar que la serie de eventos mencionados anteriormente favorecen al proceso

de diseminacién celular por parte de las células cancerosas (Kaszak et al., 2020).

Continuando en el mismo orden de ideas cabe mencionar el trabajo realizado por
Rosso y colaboradores donde se realizé la evaluacion de la expresion de E-

cadherina en una micromatriz de tejidos de cancer epitelial de ovario. Dicho
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estudio reveld que la expresidbn de E-cadherina puede ser empleada para
discriminar entre los tumores que estan en fase avanzada y los que se encuentran
en fase inicial y también puede ayudar a discriminar entre tumores serosos y de
otras histologias. Ademas, se evaluo la expresion de E-cadherina, N-Cadherina,
citoqueratinas y vimentina en las lineas celulares TOV-112, SKOV-3, OAW-42 y
OV-90 en condiciones independientes del anclaje para imitar la diseminacion de
las células tumorales ovaricas, los resultados se asociaron con la agresividad
celular. El analisis de los niveles de ARNm de E-cadherina, N-cadherina,
citoqueratina y vimentina se realizé en 20 muestras de ascitis de pacientes con
tumores serosos alto grado en fase avanzada, las cuales mostraron mayor
proporcion de N-cadherina respecto a E-cadherina y de vimentina respecto a
citoqueratina. En particular, los niveles mas altos de ARNm de N-cadherina se
asociaron con niveles de Antigeno del Cancer 125 (CA-125) superiores a 500
U/ml. En conjunto, los niveles de expresion de E-cadherina y N-cadherina
resultaron relevantes para la evaluacion de la progresion y la agresividad del

cancer (Rosso et al., 2017).

3. JUSTIFICACION

El cancer de ovario es la neoplasia ginecoldégica mas letal, en las mujeres
mexicanas es la tercera en incidencia y la segunda en mortalidad sélo por debajo
del cancer cervicouterino. Se estima que alrededor del 90% de los casos de la
enfermedad se diagnostican en estadios tardios debido a que las pacientes son
diagnosticadas erroneamente con otras patologias por los sintomas diversos que
presenta la enfermedad en etapas tempranas y la falta de biomarcadores que
ayuden a un diagnostico temprano y eficiente. Actualmente sabemos que el
cancer se vuelve letal cuando se presenta el proceso de metéstasis que involucra
la diseminacion de las células cancerosas por todo el organismo y la formacion de
nuevos tumores en organos distantes al 6rgano en el que se origind el tumor
primario. El proceso de metastasis se presenta siempre en estadios tardios o

avanzados, por lo tanto, diagnosticar la enfermedad en etapas tempranas es
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fundamental para comenzar el tratamiento lo mas pronto posible y con esto evitar
que se presente la metastasis. En el presente proyecto se planted analizar la
expresion de las E- y N- cadherinas de acuerdo con el grado de malignidad de los
tumores de ovario obtenidos de pacientes mexicanas, esto nos permitiria saber si
dichas proteinas pueden ser Utiles como marcadores que ayuden a un diagnéstico
temprano del cancer epitelial de ovario, asi como para realizar un pronéstico de
las posibles reincidencias de los tumores. Con el diagndstico temprano y eficiente
se buscar tomar mejores decisiones clinicas, ofrecer un tratamiento adecuado
para evitar que se presente la metastasis, todo en beneficio de las mujeres que

padecen esta enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos se ha determinado que existe un proceso conocido como
“cambio de cadherina” que se asocia con la pérdida de las uniones adherentes, la
remodelacion del citoesqueleto, la posterior obtencién de movilidad con mayor
capacidad de migrar e invadir por parte de las células cancerosas. Una
caracteristica principal de dicho proceso es la sobreexpresion de N-cadherina y la
baja expresion de E-cadherina, dichas variaciones en la expresion de estas
proteinas parece estar relacionado con el grado de malignidad que presentan los
tumores. Este “cambio de cadherina” es contradictorio en el CEO, ya que hay
pocos estudios donde se han cuantificado ambas proteinas y la pérdida de la E-

cadherina no siempre se asocia con el grado de malignidad.

Los carcinomas serosos de ovario son el subtipo histolégico mas frecuente de esta
neoplasia en mujeres mexicanas y la sobrevivencia de las pacientes depende del
grado de malignidad y del estadio en que se encuentre dicha enfermedad al
momento del diagnéstico. Asimismo, se requiere tener mas informacion sobre la
biologia del tumor especificamente en la poblacion mexicana que nos permita
conocer los factores que condicionan la formacién de metastasis y el tiempo de
presentacion de la recidiva aumentando asi la sobrevida libre de enfermedad de

las pacientes.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de expresion de E- y N-cadherina en los tumores de ovario

seroso limitrofes y carcinomas serosos?
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6. HIPOTESIS

Si las cadherinas E y N participan en desarrollo de los tumores epiteliales de
ovario, entonces su expresiéon se asociara con el grado de malignidad de los

fumores serosos.

/. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Determinar la frecuencia de expresion de las proteinas E- y N- cadherina en los

tumores de ovario serosos limitrofes y los carcinomas serosos.

7.2 Objetivos Particulares
1. Seleccionar los tumores ovaricos serosos limitrofes y carcinomas serosos
de bajo y alto grado a partir de la revision de 50 muestras de pacientes
operadas por tumor de ovario.
2. Detectar la presencia de la E-cadherina en los tumores serosos de ovario
limitrofes y carcinomas ovaricos.
3. Detectar la presencia de la N-cadherina en los tumores serosos de ovario

limitrofes y carcinomas ovaricos.

39



Tesis MBRA Rene Moshe Rivera Escobar

8. MATERIALES Y METODOS

Este es un estudio prospectivo, longitudinal y observacional; el cual fue realizado
con muestras obtenidas de pacientes que padecian tumores serosos de ovario,
dichas muestras fueron incluidas en parafina y pertenecen a una coleccién
propiedad del laboratorio de Desarrollo Gonadal del Departamento de Embriologia
y Genética de la Facultad de Medicina de la UNAM. Es importante resaltar que
también se cuenta con la informacién clinica de cada una de las pacientes de las
que proceden las muestras. Se logré la obtenciéon de 50 muestras de las cuales
solo 34 cuentan con diagnostico anatomo-patolégico confirmado de céancer
epitelial de ovario primario de los subtipos serosos (23) y limitrofes (11) los
tumores restantes no cumplieron con los criterios de inclusion. Las 34 muestras
fueron seleccionadas debido a que presentaban zonas epiteliales adecuadas para
su estudio. El manejo de los tejidos se realizO de acuerdo con los protocolos
establecidos para los bancos de tumores internacionales (Guadarrama et al.,
2011) y fue aprobado por el Comité de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autbnoma de México y el Comité de ética del del Hospital

Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia de la SEDENA

La obtencion de las muestras biolégicas fue por conveniencia, tomando los

siguientes criterios de inclusion:
a) Paciente con diagnostico positivo de CEO
b) Eltejido debe pertenecer a un tumor primario (virgen a quimioterapia).
c) Eltejido no debe ser una recidiva (reincidencia del tumor).

d) El tejido debe estar compuesto por un porcentaje bajo tanto de tejido fibroso

como de tejido adiposo.

e) Contar con el historial clinico completo de la paciente.
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8.1 Procesamiento de las Muestras

Las muestras se obtuvieron mediante un proceso quirtrgico de citorreduccion y se
les realizd un estudio transoperatorio para clasificar los tumores. Después de la
obtencion de las muestras se fijo un fragmento de estas mediante la inmersion en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de inmersion se
realizaron lavados con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) para después ser
deshidratadas mediante un tren formado por diferentes concentraciones de
alcohol. A continuacion, se procedio a aclarar el tejido mediante dos cambios de
xilol inmediatamente después se embebid el tejido en parafina para incluirlo y
poder verificar la conservacion de las estructuras epiteliales mediante una tincion
de Hematoxilina y Eosina. Se realizaron cortes de 3um en el micrétomo los cuales
fueron colocados en laminillas cargadas; cada muestra se sometid a la
inmunodeteccion de E y N cadherina con anticuerpos especificos para cada

proteina.

8.2 Desparafinacion y recuperacion de antigenos

Cada una de las laminillas obtenidas se coloco en el horno durante
aproximadamente doce horas a una temperatura de 57°C. Para garantizar una
desparafinacion total las muestras se sumergieron en xilol durante 30 minutos y se
procedié a la rehidratacion de los cortes mediante un tren de alcoholes en
concentraciones graduales descendentes, comenzando por etanol absoluto con un
tiempo de inmersion de 3 minutos cada uno, seguido por un bafio de agua

destilada y PBS durante el mismo tiempo.

Para la recuperacion de epitopos inducida por calor se utilizé el buffer de citratos
con pH de 6 dentro de una olla de presién (Decloaking Chamber Biocare
Medical™) durante 15 minutos, una vez concluido este periodo las muestras se
dejaron enfriar y realizaron tres lavados con PBS durante un tiempo aproximado
de 5 minutos cada uno, posteriormente se realiz6 la técnica de

inmunohistoquimica.
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8.3 Inmunohistoquimica

Se incubaron las laminillas en H,O, al 0.9% durante 10 minutos a temperatura
ambiente, y para permeabilizar la membrana se ocupo6 PBS triton al 1% durante 25
minutos y se bloquearon las uniones inespecificas con suero de caballo al 5%
durante 30 minutos. Se prosiguié a la colocacion de los anticuerpos de interés

durante toda la noche a temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: E-Cadherina (Cat 3195 Cell Signaling,
Danvers, Massachusetts, EE. UU), N-cadherina (Cat. 14215 Cell Signaling,

Danvers, Massachusetts, EE. UU).

El anticuerpo secundario utilizado fue el Mach 2 anti-conejo HRP (RHRP520
Biocare Medical™) o Mach 2 anti-ratbon HRP (MHRP520 Biocare Medical™),
durante 1h a temperatura ambiente, el cromégeno utilizado para revelar fue: 3,3'
tetrahidrocloruro de diaminobencidina™ (DAB)y se procedio a la contratincion de
los nucleos con Hematoxilina de Gill y finalmente se montaron con resina epéxica
para ser observadas en el microscopio Optico de luz, por tres observadores

independientes.

8.4 Analisis Estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos se realizé un analisis de comparacion
de proporciones de la expresion de cada proteina en los diferentes tipos de
tumores estudiados y se utilizé la prueba de Z utilizando el programa estadistico

SPSS. Las diferencias se consideraron significativas con una p<0.05.

9. RESULTADOS

9.1 Clasificacion de las muestras
En el presente estudio se analizaron un total de 34 muestras que cumplian con

todos los criterios de inclusion, de las cuales 23 fueron clasificadas como
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Carcinomas Serosos. Es importante sefalar que las muestras fueron obtenidas a
partir de tumores de pacientes sometidas a un proceso quirdrgico de
citorreduccion. Con base en lo antes mencionado cabe resaltar que la recoleccion
de muestras obtenidas mediante un proceso de esta naturaleza se dificulta por la
gran cantidad de variables involucradas, por tal motivo se decidié colocar a los
Carcinomas Serosos tanto de Alto y Bajo Grado en un solo grupo con la finalidad
de obtener un numero mas representativo de muestras. En cuanto a las 11

muestras restantes fueron clasificadas como tumores Seros Limitrofes.

Clasificacion Numero de
Histolégica muestras
Seroso Limitrofe 11
Carcinomas 23
Serosos
n= 34

Tabla 1.- Clasificacion de las muestras obtenidas de pacientes con diagndstico de cancer
epitelial de ovario.

La tabla muestra la distribucion de las 34 muestras obtenidas de pacientes, de los cuales 11
pertenecen al subtipo histolégico seroso limitrofe y 23 al subtipo seroso.
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CLASIFICACION DE TUMORES
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Grafica 1. Clasificacién de los tumores de ovario por grados del subtipo histolégico seroso.
De los 34 tumores que cumplieron con todos los criterios de inclusién, 11 fueron clasificados como
Serosos Limitrofes y 23 como Carcinomas Serosos.

9.2 Inmunodeteccion de E- y N-cadherina

La frecuencia de expresién de las proteinas E- y N-cadherina se analiz6 en las 34
muestras obtenidas a partir de los tumores antes clasificados, dichas muestras
fueron procesadas mediante la técnica de inmunohistoquimica.
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Gréfica 2. Porcentaje de inmunoexpresion de E-cadherina por grados del subtipo histologico
seroso: limitrofe o carcinoma. E-cadherina se expresd en 10 de 11 muestras del subtipo Seroso
Limitrofe, lo que corresponde al 90.10% y en las muestras de los Carcinomas Serosos solo se
expresd en 13 de 23 muestras lo que corresponde al 56.52%. La proporcion de expresion de E-
cadherina es mayor en el subtipo Seroso Limitrofe en comparacién con el carcinoma seroso *
p<0.05.

Figura 1. Inmunodeteccién de la proteina E-Cadherina.

La imagen muestra los subtipos histoldgicos de carcinomas de ovario seroso (A) y seroso limitrofe
(B). Se pueden observan cada uno de los compartimentos tisulares (epitelio-estroma). La expresion
de la proteina E-Cadherina se ubica claramente asociada a la membrana celular (marrén) pero con
mucho mayor intensidad en el seroso limitrofe en comparaciéon con los carcinomas serosos.
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Fotomicrografias obtenidas con el objetivo de 10x y 20x. Las muestras se contratifieron con
hematoxilina de Gill.

Clasificacién Histolégica %

Seroso Limitrofe 10/11 90.10
Carcinomas Serosos 13/23 56.52 *
n= 23/34 67.60

Tabla 2.- Porcentaje de expresion de la proteina E-Cadherina en las muestras obtenidas de
pacientes con diagnéstico de cancer epitelial de ovario.

La tabla muestra el porcentaje de expresion de la proteina E-Cadherina por subtipo histologico. El
90.10 % de los tumores serosos limitrofes expresan E-Cadherina, en contraparte 56.52 % de los
carcinomas serosos la expresan *p<0.05.

EXPRESION DE N-CADHERINA

100%

75%

50%

% de expresion

25%

0% -

Seroso Limitrofe Carcinoma seroso
Tipo de tumor

Gréfica 3. Porcentaje de inmunoexpresion de N-cadherina por grados del subtipo histolégico
seroso: limitrofe o carcinoma. N-cadherina se expresd en 2 de 11 muestras del subtipo Seroso
Limitrofe, lo que corresponde al 18.10% y en las muestras de los Carcinomas Serosos se expresd
en 20 de 23 muestras lo que corresponde al 86.90%. La proporcion de expresion de N-cadherina es
mayor en los Carcinomas Serosos en comparacion con los tumores Serosos Limitrofes * p<0.05.
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Seroso Limitrofe 10/11 (90.9%) 2/11(18.1%)
Carcinomas Serosos 13/23 (56.52%) 20/23 (86.9%)

n= 23/34 22/34

Tabla 3.- Porcentaje de expresion de la proteina E-Cadherina y N-Cadherina en las muestras
obtenidas de pacientes con diagndstico de cancer epitelial de ovario.

La tabla muestra el porcentaje de expresion de las proteinas E-Cadherina y N-Cadherina por subtipo
histologico. El 90.10% de los tumores serosos limitrofes expresan E-Cadherina y los carcinomas
serosos 18.1% de N-cadherina. El 56.52 % de los tumores serosos expresan E-Cadherina y el 86.9
% de los carcinomas serosos expresan N-Cadherina.

10. ANALISIS DE RESULTADOS

Al realizar la investigacion bibliografica se encontré que la baja o nula expresion
de la proteina E-cadherina se asocia con la malignidad celular, la progresion
tumoral, la perdida de diferenciacion, la invasion y la metastasis.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que existe diferencia en la
expresion de la proteina E- y N-cadherina de acuerdo con el tipo de tumor
estudiado. Se observd que los tumores serosos limitrofes expresaron E- y N-
cadherina con una frecuencia del 90% y 18% respectivamente. Por otro lado, la
frecuencia de expresion de estas mismas proteinas en los carcinomas serosos fue
del 56.5% para la E-cadherina y 86.9% para la N-cadherina. El andlisis de los
resultados fue realizado mediante una prueba de Z obteniendo una *p< 0.05.

Al evaluar la expresion de cada proteina en los tumores limitrofes y los carcinomas
serosos se observo que la expresion de E- cadherina disminuye en los carcinomas
gue son los tumores que poseen mayor grado de malignidad. En las graficas
mostradas anteriormente la expresion se muestra que la expresion de E-cadherina
es aproximadamente 30% menor en los carcinomas serosos al compararlos con

los tumores limitrofes. En cuanto a la expresion de N-cadherina se pudo observar
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que existe una expresion 68% mayor en los carcinomas serosos en comparacion

con los tumores limitrofes.

Es importante mencionar que tanto E- cadherina como N-cadherina son proteinas
gue se expresan de manera conjunta en los tumores ovaricos y que esto depende
del grado de malignidad que posee el tumor de dénde proceden las muestras
utilizadas en este proyecto, por lo tanto, se observo que en algunas muestras la

inmunoexpresion de las proteinas estaba por debajo del limite de deteccion.

Con base en la revision bibliografica se determin6 que la posible utilizacion de E-
cadherina como marcador de malignidad y progresion tumoral es adn
controversial, aunque los estudios mas recientes, los cuales representan la
mayoria demuestran que la utilizacion de esta proteina como biomarcador es
viable. En la mayoria de los articulos consultados se demuestra que la expresion
de E-cadherina puede suprimirse a nivel celular en diversos tipos de cancer,
especificamente, los que se originan en el tejido epitelial, mediante diversos
mecanismos que incluyen mutaciones a nivel génico, silenciamiento del gen a
nivel epigenético, aumento del proceso de endocitosis y mediante el sistema
ubiquitina-proteasoma. Estudios en el cromosoma 16g21-22 han relacionado la
baja o nula expresion de E-cadherina con carcinomas gastricos, de prostata,
hepaticos y esofagicos. En contraste con lo anterior las mutaciones a nivel génico
de E-cadherina en el cancer epitelial de ovario, de vejiga, colon, endometrio,
pulmédn vy tiroides son raras, pues en estos casos, la hipermetilacién del promotor
es el evento epigenético asociado con la perdida de expresion de E-cadherina en
los tipos de cancer mencionados anteriormente, pues varios supresores de la
transcripcion de dicha proteina se han asociado con la progresion de dichos tipos
de cancer. Para el caso concreto del cancer epitelial de ovario, se presume que la
sobreexpresion de SNAIL estd fuertemente asociada con la baja expresion del gen
que traduce la E-cadherina, esto es comun en el cancer epitelial de ovario y cancer de
mama ductal. Otros estudios demuestran que diversos mecanismos pueden alterar la

expresion de E-cadherina de manera patolégica como es el caso donde E-cadherina
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puede ser removida de la membrana plasmatica por endocitosis y se recicla en sitios
encargados del contacto célula-célula. También se han descrito modificaciones a nivel
postraduccional de la E-cadherina, un caso puntual es la manosilacion, proceso que
es crucial para que E-cadherina conserve sus funciones adhesivas entre células
epiteliales.

La activacion anormal de protooncogenes como Src y EGFR provoca un aumento en
la fosforilacion de los residuos de tirosina en el dominio citoplasméatico de E-
cadherina, lo que conduce al reclutamiento de la ubiquitina ligasa y posteriormente
provocar la degradacion de E-cadherina mediante el proteasoma. Para el caso
puntual del cancer epitelial de ovario, las alteraciones de la expresion de E-
cadherina contribuyen a la progresiéon tumoral y la metastasis peritoneal, dénde la
fragmentacién de la E-cadherina mediada por la calpaina que pareciera promover
la progresiéon del cancer intraperitoneal. La mayoria de los trabajos consultados
demuestran que la reduccion de expresion y funcion adhesiva de E-cadherina
promueven significativamente que se presente la metastasis. Por tanto, promover
o regular de manera positiva la expresién de E-cadherina en la membrana celular
inhibe la progresion tumoral y la presencia de la metéstasis.

Caber resaltar que algunos estudios también analizaron los niveles de E-cadherina
en su forma soluble como posible marcador de diagndstico para monitorear la
progresion de la enfermedad en pacientes que padecian cancer de colon, en el
caso puntual de esta enfermedad se observé que los niveles de E-cadherina
soluble se asociaron con un peor prondstico para los pacientes y que ademas
presentaban metastasis hepaticas. Estos estudios confirman que los niveles de E-
cadherina soluble estan asociados con el estadio tumoral avanzado.

Se ha demostrado que la perdida solo de E-cadherina es insuficiente para que el
proceso de TEM prosiga. Diversos estudios postulan a la N-cadherina como un
indicador de que el proceso de conversion celular a un fenotipo mesenquimal ha
comenzado, pues mientras estd se sobreexpresa E-cadherina disminuye su
expresion en diversos tipos de epiteliomas entre ellos el cancer epitelial de ovario.
Este proceso se ha denominado como “cambio de cadherina “y se asocia con la
remodelacion del citoesqueleto y la obtencion de caracteristicas migratorias e

invasivas por parte de las células cancerosas como lo es la sobreexpresion de N-
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cadherina, dicha proteina al estar presente en la membrana celular, facilita el
contacto de las células tumorales con la matriz extracelular, acto seguido esta se
degrada mediante las MMP’s. Al conjuntarse todos los sucesos antes
mencionados se abre la puerta para que las células con fenotipo mesenquimal,
altamente motiles e invasivas puedan realizar el proceso de invasion mediante el
liquido peritoneal y asi realizar metastasis en el cancer epitelial de ovario. De
acuerdo con diversos autores la sobreexpresion de N-cadherina se puede dar
mediante diversas vias de sefalizacion como la de Wnt, FGF, Notch y NF-kB. Al
contrario de la E-cadherina, el uso de N-cadherina como posible marcador de
progresion tumoral y metastasis no es controversial y existe evidencia que
respaldan su utilizacion como un biomarcador adecuado y altamente aceptado
tanto de progresion como de estadificacion de diversos epiteliomas incluyendo el

cancer epitelial de ovario.

11. DISCUSION

En la primera etapa de este estudio se realizé una investigacion bibliogréafica en la
cual se encontr6 que el Cancer de Ovario es un grupo muy heterogéneo de
tumores que pueden surgir de los diferentes estratos histolégicos que conforman
los ovarios (epitelio superficial ovérico, corteza y medula) o de las trompas de
Falopio (Duska & Kohn, 2017). Los tumores ovaricos de manera muy general los
podemos clasificar en dos grupos, los que se originan en el tejido epitelial y los
gue no tiene origen en dicho tejido, en este estudio se analizaron especificamente
los subtipos limitrofe y carcinomas serosos, estos subtipos se originan en el tejido
epitelial superficial que delimita al ovario. Cabe sefialar que el Cancer Epitelial de
Ovario es el que se diagnostica con mayor frecuencia y es al que se le atribuyen la
mayoria de las muertes relacionadas con este tipo de cancer (Kurman & Shih,
2010). De manera general el Cancer Epitelial de Ovario es actualmente la quinta
causa principal de muertes relacionadas con cancer a nivel mundial, lo que lo
convierte en el cancer mas letal relacionado con el sistema reproductor femenino

(Sung et al., 2021). El Cancer Epitelial de Ovario es una enfermedad heterogénea
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que comprende varios tipos subtipos histolégicos (seroso 70%, endometrioide
10%, de células claras 10% y mucinoso 3%) todos poseen caracteristicas
moleculares, epidemioldgicas y clinicas distintas (Kossai etal., 2018). Como
ejemplo de lo anterior cabe mencionar que la incidencia del Cancer Epitelial de
Ovario es diferente a nivel mundial, en paises europeos como Alemania, Francia,
Holanda e Inglaterra se reporta que el subtipo mas comun en los diagnosticos de
esta enfermedad es la del tipo endometrioide. Por otra parte, en paises asiaticos
como China y Japon el subtipo mas comun del cancer de ovario es el de células
claras, lo cual indica que en este tipo de cancer participan diversos factores que
evidencian la heterogeneidad de esta enfermedad, debido a las variaciones en
cada etnia y la region geografica que pudieran influir en el desarrollo de un subtipo
de carcinoma determinado (Jayson et al., 2014). En el caso puntual de México se
estima que alrededor del 90% de los casos de cancer de ovario diagnosticados
corresponden al de tipo epitelial y el Carcinoma Seroso de Alto Grado representa
el 70% de todas las neoplasias ovaricas diagnosticadas. Desafortunadamente en
nuestro pais y en algunos a nivel mundial los casos de Cancer Epitelial de Ovario
se diagnostican predominantemente en un estadio avanzado con metastasis
diseminadas a lo largo de toda la cavidad peritoneal, es importante recalcar que
las manifestaciones de la enfermedad suelen ser confundidas con otro tipo de
enfermedades o mal diagnosticadas y desgraciadamente se hacen evidentes
hasta que la enfermedad estd muy avanzada y es dificil tratarla con éxito. Lo antes
mencionado es el resultado de que actualmente no se dispone de pruebas fiables
o herramientas que ayuden al personal médico tanto de primer contacto como a
los especialistas para la deteccion temprana de la enfermedad y las que existen
son inadecuadas, inespecificas e ineficaces para realizar una deteccién temprana
de la enfermedad (Stewart etal., 2019). La deteccion temprana del Céancer
Epitelial de Ovario en una etapa que este localizada en los estadios FIGO (1A y
1B) dan como resultado un mejor prondstico de la enfermedad, de acuerdo con la
Sociedad Americana de Cancer la tasa de supervivencia proyectada a cinco afios
para estas pacientes es de alrededor de 92%. Sin embargo, se estima que

alrededor del 15% de todos los tipos de cancer de ovario se diagnostican en estas
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etapas. Las pacientes que padecen HGSC en estadio avanzado tienen el peor
prondstico para la supervivencia a cinco afios pues se estima que el 32% mueren
antes de este tiempo y solo el 15% supera los cinco afios (Lee etal., 2019).
Existen muchos estudios que evidencian que el 70% de las pacientes
diagnosticadas con cancer de ovario sufren una recurrencia de la enfermedad
después del tratamiento inicial con quimioterapia, lo antes mencionado hace
evidente que existe la necesidad de desarrollar herramientas para detectar el
Cancer de Ovario en una etapa temprana y con ello impactar de manera positiva
en el tratamiento y la supervivencia de las pacientes. Hasta el momento las dos
pruebas de deteccion mas utilizadas a nivel clinico son la ecografia transvaginal
(TVUS) y los analisis de sangre para detectar niveles elevados del antigeno del
cancer o canceroso 125 (CA125). En el caso del TVSU es dificil distinguir entre
tumores malignos o benignos, pues solo se trata de un estudio de imagenologia y
el CA125 no suele estar elevado en el suero en el 50% de las pacientes que
padecen cancer de ovario en estadio 1, por lo que no es tan fiable, los niveles
elevados y detectables de este solo se dan en estadios mas avanzados. Ademas,
los andlisis de sangre que cuantifican el nivel de CA125 no son especificos para el
cancer de ovario, ya que muchos factores pueden potenciar la elevacion de
CA125 y a diferencia del cancer de mama, en el cancer de ovario no se puede
utilizar una biopsia para diagnostico por lo que la deteccién del cancer epitelial de
ovario requiere una cirugia invasiva para hacer un diagnostico definitivo mediante
un estudio transoperatorio el cual, suele arrojar con frecuencia falsos positivos. En
este punto es importante mencionar que la prevalencia de este tipo de cancer en
mujeres postmenopdausicas es baja aproximadamente 1 en 2500 por lo que se
requiere de una estrategia de deteccidén eficaz para tener una alta sensibilidad,
especificidad y por lo tanto un diagnostico temprano y adecuado para la
enfermedad (Moffitt et al., 2019; Rosso et al., 2017).

Actualmente el andlisis a nivel patolégico de las biopsias de tejido tumoral
obtenidas mediante cirugia ha sido del estandar de oro en el diagnéstico inicial del
cancer de ovario, aunque la utilizacion de marcadores moleculares especificos en

las biopsias comienza a ganar terreno en las investigaciones encaminadas a la
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deteccion temprana de esta enfermedad (Kuroki & Guntupalli, 2020). En este
estudio se analiz6 la expresiébn de las proteinas E- y N-cadherina en los
carcinomas ovaricos serosos Yy los tumores limitrofes, con la finalidad de
compararlas entre si y dilucidar si dichas proteinas pudieran ser utilizadas como
marcadores de malignidad y diagndéstico temprano del cancer de ovario. Las
muestras que se utilizaron se obtuvieron de pacientes mexicanas. El
procesamiento y manejo de las muestras se hizo de acuerdo con los protocolos
internacionales establecidos para los bancos de tumores (Guadarrama et al.,
2011) se cumplieron con todos los requerimientos del objetivo de estudio
procurando que las muestras analizadas tuvieran zonas representativas del tejido
epitelial y fueron fijadas de manera inmediata para evitar dafiar el mismo, con ello
se aseguro la inmunodeteccion tanto de proteinas de ubicacion nuclear, asi como

de las que se encuentran en la membrana.

La expresion de E-cadherina en los carcinomas ovaricos fue del 56.52% y 90.10%
de para tumores limitrofes. Estas frecuencias de expresién coinciden con lo
reportado en la literatura consultada. Cabe resaltar que hasta el momento no se
ha reportado la expresion de estas proteinas de manera conjunta en tumores
ovaricos de origen epitelial y especificamente en mujeres mexicanas. Todas las
ideas antes mencionadas hacen mas dificil poder ofrecer terapias especificas que
sean mas eficientes y con menos efectos secundarios para las pacientes, por ello,
es muy importante buscar marcadores moleculares de mayor especificidad que
aumenten las posibilidades de un diagnostico adecuado y temprano, el cual, es

crucial para tratar exitosamente esta enfermedad.

12. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los tumores del subtipo seroso (carcinomas) fueron los que se presentaron con
mayor frecuencia (23), en comparacion con los seroso limitrofes (11). El hecho de
que la expresion de E-Cadherina fue mayor en los serosos limitrofes (80%)

apoyan la teoria de que esta proteina es un buen marcador molecular en el CEO,
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por lo que al detectarla se puede proponer un mejor pronéstico. Por otro lado, la
mayor expresion de N-Cadherina en los carcinomas serosos se relaciona con el
aumento en la capacidad migratoria e invasiva en el proceso tumoral y, por ende,
con mayor malignidad.

Cabe resaltar que hasta el momento no se ha reportado la expresion de estas
proteinas de manera conjunta en tumores ovaricos de origen epitelial vy
especificamente en mujeres mexicanas, por lo que esto da la relevancia al
presente trabajo.

Una limitante del presente estudio es el nimero de pacientes que se analizé, por
lo que se requieren realizar estudios con el mayor nimero posible para demostrar
que existe asociacion entre la expresion de ambas Cadherinas (E y N) con los
diversos grados de malignidad de los tumores de cancer de ovario. También se
debe establecer su correlacién con el periodo libre de enfermedad, sobrevida total
y respuesta a tratamiento de las pacientes, lo cual permitirhd disefiar terapias
altamente especificas, mas eficientes y con menos efectos secundarios para las
pacientes, que ademas aumenten las posibilidades de un diagnostico temprano, lo

cual es crucial para tratar exitosamente esta enfermedad.
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